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La leucémie aigüe lymphoblastique de précurseurs des cellules B (pré-B LAL) est le cancer le 
plus fréquent chez l’enfant. La transplantation de cellules souches hématopoïétiques (TCSH) 
est nécessaire dans environ 20 à 30 % des enfants ayant une pré-B LAL. Les rechutes après 
TCSH sont habituellement réfractaires aux thérapies actuelles, et par conséquent, il est 
important de développer et d’optimiser de nouvelles stratégies thérapeutiques. Dans cette 
étude, nous nous sommes intéressés aux cellules « cytokine-induced killer » (CIK). En effet, 
ces cellules ont été montrées comme hautement cytotoxique contre beaucoup de types de 
cancers. Cependant, leur activité cytotoxique contre les pré-B LAL n’est pas vraiment 
efficace. Par conséquent, nous avons étudié la possibilité de combiner l’immunothérapie des 
cellules CIK avec l’interféron alpha (IFN-α) afin d’optimiser l’activité lytique de ces cellules 
contre les cellules pré-B LAL. De plus, vu qu’il a été démontré que l’activité cytotoxique des 
cellules CIK provient de la fraction CD56+, plus particulièrement les cellules CD3+CD56+, 
nous avons décidé d’utiliser la fraction CD56+ (cellules CD56+) dans l’ensemble de nos 
expériences. Nous avons observé in vitro que les cellules CD56+ lysent mieux les lignées 
cellulaires pré-B LAL comparativement aux cellules CIK non purifiées. Aussi, leur activité 
cytotoxique peut être augmentée par le traitement avec l’IFN-α. Par ailleurs, nous avons 
démontré l’efficacité des cellules CD56+ traitées par l’IFN-α contre les lignées cellulaires pré-
B LAL in vivo, dans le modèle de souris NOD/SCID/gamma c- (NSG). La survie des souris 
est significativement prolongée lorsqu’elles reçoivent les cellules pré-B LAL avec les cellules 
CD56+ traitées par l’IFN-α. Nous avons par la suite étudié le mécanisme d’action des cellules 
CD56+ contre les lignées cellulaires pré-B LAL. Nous avons observé que les cellules CD56+ 
provenant de sang de cordon sont plus efficaces que les cellules CD56+ provenant de sang 
 
II 
périphérique pour tuer les lignées cellulaires pré-B LAL. Nous avons également montré que 
les cellules CD56+ utilisent seulement la voie NKG2D ou bien les voies NKG2D et TRAIL 
selon la lignée cellulaire pré-B LAL cible et selon la provenance de la source des cellules 
CD56+. Par ailleurs, nous avons remarqué que les cellules CIK sont sensibles à l’apoptose par 
Fas, et que cette sensibilité influence leur activité cytotoxique contre les cellules tumorales. 
En conclusion, les cellules CD56+ sont cytotoxiques contre les lignées cellulaires pré-B LAL, 
et leur effet lytique est augmenté par l’IFN-α aussi bien in vitro qu’in vivo dans le modèle de 
souris NSG. Ces données précliniques sont encourageantes pour tester cette nouvelle 
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Precursor B-cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) is the most common form of 
leukemia in children. Hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is required in around 
20 to 30% of children with a B-ALL. The relapses occuring post-HSCT are usually 
insensitive to current therapy. Therefore, it is important to develop and optimize a new 
therapeutic strategy. In this study, we were interested to study « cytokine-induced killer » 
(CIK) cells. These cells have been shown to be very cytotoxic against many types of tumor. 
However, their cytotoxic activity against B-ALL cells is not very efficient. Consequently, we 
have studied the effect of combining adoptive immunotherapy of CIK cells with the interferon 
alpha (IFN-α) to increase their lytic activity against B-ALL cells. In addition, in the literature, 
the cytotoxic activity of CIK cells has been shown to come from the CD56+ fraction (CD56+ 
CIK), in particular CD3+CD56+ cells. Therefore, we used the CD56+ fraction in all the 
experiments. We have observed in vitro that CD56+ CIK cells killed more efficiently B-ALL 
cell lines than did non-purified CIK cells. Also, their cytotoxic activity could be enhanced 
with IFN-α. Moreover, we have demonstrated the efficacy of IFN-α-treated-CD56+ CIK cells 
against B-ALL cell lines in vivo in the model of NOD/SCID/gamma c- (NSG) mice by 
showing that the survival of mice injected with B-ALL cell lines was significantly increased 
when they were injected with IFN-α-treated-CD56+ CIK cells. Subsequently, we have studied 
the lytic mechanism of CD56+ CIK cells against B-ALL cell lines. We have observed that 
CD56+ CIK cells from cord blood were more efficient than CD56+ CIK cells from peripheral 
blood to kill B-ALL cell lines. CD56+ CIK cells used only the NKG2D pathway or the both 
NKG2D and TRAIL pathways depending on the B-ALL cell line and the source of CIK cells. 
In addition, we showed that CIK cells were sensitive to Fas apoptosis. This sensitivity 
 
IV 
influenced the cytotoxic activity of CIK cells against tumor cells. In conclusion, CD56+ CIK 
cells are cytotoxic against B-ALL cell lines, and their effect can be increased with IFN-α in 
vitro and in vivo. Taken together, our pre-clinical data are very interesting for testing the 
potential clinical utility of purified CD56+ CIK cells as an immunotherapeutic strategy for B-
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I- La leucémie aiguë lymphoblastique 
 
I.  1. Mise en contexte 
Chaque année, de nouveaux cas de leucémie aiguë lymphoblastique (LAL) sont diagnostiqués 
au Canada et aux États-Unis (Canada 2012; USA 2012). Bien qu’une LAL puisse se 
développer à n’importe quel âge, on la retrouve surtout chez les enfants et jeunes adultes âgés 
19 ans et moins (Figure 1.1). La LAL demeure le cancer le plus fréquent chez les enfants et 
représente 26% de tous les cancers pédiatriques, et est responsable de 28% des décès parmi 
les enfants atteints de cancers. Les avancements dans le traitement de LAL ont amélioré le 
taux de rémission. Le nombre de patients, qui sont en rémission ou considérés guéris après 
une LAL, a augmenté au cours des ans. Le pronostic de la LAL est globalement bon, avec un 
taux de survie à cinq ans de plus de 80% (Figure 1.2).   
Figure 1: Leucémie aiguë lymphoblastique: taux d'incidence spécifique 






















































Figure 1.1 : L’axe horizontal montre les intervalles de l’âge chaque 5 ans. L’axe vertical montre la fréquence de 
nouveaux cas de LAL pour 100000 cas dans un groupe d’âge donné. Le risque de LAL est plus grand dans les 5 
premières années de la vie. Une augmentation est aussi observée chez les individus plus âgés après 60 ans 
(source : Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) Program, 2005-2009, National Cancer Institut, 
2012). http://www.cancer.gov/ 
   
 
 
Figure 1.2 : Courbe de survie dans un échantillon de 2255 enfants ayant une LAL dans 13 études consécutives 
effectuées au ST. Jude Children’s Research Hospital de 1962 à 1997. Les données montrent une augmentation 
de la survie au cours du temps (Pui and Evans 1998). 
 
I.  2. Définition 
La LAL prend naissance dans la moelle osseuse (MO) des os plats, tels que le crâne, les côtes, 
le sternum ou la colonne vertébrale, où sont produits les différents types de cellules 
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sanguines (globules rouges, globules blancs et plaquettes). Lors de l’hématopoïèse, ces 
cellules se différencient à partir de cellules souches. 
La LAL est causée par la prolifération de cellules cancéreuses d’origine lymphoïde qui 
ressemble morphologiquement et phénotypiquement aux précurseurs des cellules des lignées 
lymphoïdes T et B. Elle peut se développer à n’importe quel âge, mais plus fréquemment chez 
l’enfant que chez l’adulte (Pui and Evans 1998). Ce type de cancer affecte le système sanguin 
et se traduit par l’infiltration de cellules cancéreuses dans la MO, ainsi que dans le sang du 
patient atteint. La LAL se déclenche lorsque les cellules en cours de différentiation dans la 
MO ont subi des changements génomiques au sein de gènes impliqués dans la croissance et le 
développement de la cellule. De ce fait, la LAL est caractérisée par une prolifération accrue et 
non contrôlée de lymphocytes anormaux dans la MO, appelés lymphoblastes ou blastes 
leucémiques. Il s’agit de cellules leucocytaires dont le développement est bloqué à un stade 
donné (Pui, Behm et al. 1993; Pui 1995). Les blastes leucémiques demeurent à un état non 
différenciés et sont incapables de jouer le rôle immunitaire des cellules normales. Part la suite, 
les blastes leucémiques vont envahir complètement la MO, puis l’ensemble des organes, en 
particulier le foie et la rate. 
 
 I.  3. Signes et symptômes 
La présence de blastes leucémiques dans la MO bloque la production de cellules normales. En 
conséquence, quand une LAL est diagnostiquée, le nombre de cellules du sang est 
habituellement plus faible que la normale. Le plus souvent, la LAL se déclenche rapidement 
en quelques jours sans aucun signe au préalable, avec une altération rapide de l’état général et 
de symptômes variés qui dépendent principalement de la localisation de l’envahissement 
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tumoral dans l’organisme. Il n’existe pas de symptôme spécifique de la LAL. Ces différents 
symptômes tels qu’une faiblesse d’énergie, une pâleur du visage, des saignements prolongés 
lors de coupures mineures, de la fièvre, des infections mineures fréquentes, traduisent souvent 
l’incapacité de la MO à produire normalement les cellules sanguines, en raison d’une 
prolifération accrue des blastes leucémiques. Ainsi, la diminution des globules rouges va 
entraîner une anémie dont les signes sont essentiellement la pâleur, la fatigue, l’essoufflement 
(Onciu 2009). Aussi, la diminution des plaquettes expose le patient aux saignements, aux 
ecchymoses. Enfin, la réduction du nombre de globules blancs peut entraîner une 
augmentation du risque d’infection.  
Les différents symptômes peuvent être classés en plusieurs catégories. Il y a tout d’abord le 
syndrome d’insuffisance médullaire qui englobe le syndrome anémique, le syndrome 
hémorragique et le syndrome infectieux. Le syndrome anémique comprend des signes 
fonctionnels tels que la paleur cutanéo-conjonctivale, l’asthénie (fatigue physique), la dyspnée 
(difficulté respiratoire), l’angor fonctionnel (angine de poitrine), et la tachycardie 
(accélération du rythme cardiaque). Le syndrome hémorragique inclu des signes comme des 
lésions hémorragiques de la peau et des muqueuses, des saignements de nez, des saignements 
au niveau des gencives, des saignements au niveau buccal, des hémorragies rétiniennes, des 
saignements urinaires, et de l’hypertension intracrânienne. Le syndrome infectieux se 
manifeste par de la fièvre essentiellement.  Deuxièment, il y a le syndrome tumoral qui se 
manifeste par une hypertrophie des organes hématopoïétiques tels que principalement  
l’adénopathie (inflammation des ganglions lymphatiques), et l’hépato-splénomégalie 
(augmentation du volume du foie et de la rate). Il peut aussi avoir des localisations 
particulières comme par exemple l’hypertrophie gingivale (bourrelets au niveau des 
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gencives), l’hypertrophie testiculaire et l’atteinte cutanée (grosseur au niveau de la peau). 
Troisièment, il y a le syndrome de lyse cellulaire tumorale. Les cellules tumorales sont 
capables d’induire spontanément des complications métaboliques liées à la libération 
massives de produits liés à la lyse cellulaire. Le syndrome de lyse cellulaire tumorale englobe 
une hyperuricémie (taux excessif d’acide urique dans le sang), une hyperphosphorémie 
(augmentation du phosphore dans le sang), ou une hyperkalémie (excès de potassium dans le 
sang). Quatrièment, il y a le syndrome de défibrination. Ceci consiste à la coagulation 
intravasculaire disséminée. Ce phénomène est lié à un catabolisme excessif du fibrinogène dû 
à une libération massive de substances pro-coagulantes dans l’espace vasculaire, entraînant 
une activation excessive du processus de coagulation et une activition systémique de la 
thrombine. Enfin, il y a le syndrome d’hyperviscosité et de leucostase. Ceci est un 
envahissement massif des blastes dans la circulation sanguine.  
 
 I.  4. Diagnostic 
La LAL pourra être suspectée lors d’un prélèvement sanguin sur l’étude de la numération 
leucocytaire. Habituellement, une ponction de MO est réalisée afin de faire une analyse 
morphologique des cellules. Cette analyse permet de définir la sous-catégorie de leucémie 
aiguë : la LAL ou la leucémie aiguë myéloblastique (LAM). Le diagnostic précis du type de 
leucémie est fondamental puisqu’il permettra de déterminer le type de traitement et d’estimer 
le pronostic. La LAL a beaucoup de sous-types et peut être classifiée par des tests 
immunologiques, cytogénétiques et de génétiques moléculaires (Pui and Evans 1998; Onciu 
2009). L’immunophénotypage, un processus utilisé pour identifier les cellules grâce à l’étude 
des protéines (antigènes) à leur surface, est essentiel pour établir si les cellules leucémiques 
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sont des lymphocytes B ou des lymphocytes T. De plus, un phénotypage approfondi pourra 
déterminer le stade de la différentiation en précisant si la cellule leucémique est en stade 
précoce ou tardive de la différentiation lymphoïde. On peut ainsi distinguer principalement la 
LAL de précurseur des cellules B (pré-B LAL) dont 85% des patients sont atteints, de la LAL 
de cellules B différenciées, et de la LAL de cellules T. La classification génétique de la LAL 
est aussi importante. Environ 75% des cas peuvent être classés en sous-groupes basés sur le 
nombre de chromosome, les réarrangements chromosomiques spécifiques, et les changements 
génétiques moléculaires. La détermination du caryotype et d’analyses cytogénétiques sont 
utilisées pour identifier ces modifications chromosomiques. Comme type d’anomalies 
génétiques qui se retrouvent dans la LAL, il peut y avoir une hyperdiploïdie (plus de 46 
chromosomes) laquelle est associée avec un bon pronostic et une hypodiploïdie (moins de 46 
chromosomes) laquelle est associée avec un mauvais pronostic. Pour les réarrangements 
chromosomiques, il y a la translocation entre les chromosomes 9 et 22, appelé chromosome 
Philadelphie. C’est une translocation entre les gènes bcr et abl qui donne au final une protéine 
de fusion possèdant une activité tyrosine kinase. Il y a la translocation du chromosome 12 
avec le chromosome 21 qui touche les gènes etv6 et runx1. Il y a la translocation des 
chromosomes 1 et 19 qui induit une fusion entre le gène tcf3 et le gène pbx1.  
Dans les altérations génétiques, beaucoup de gènes impliqués codent pour des protéines 
jouant des rôles clés dans le développement lymphoïde tels que les gènes pax5, izkf1, ebf1 et 
lmo2, dans la régulation du cycle cellulaire comme les gènes cdkn2A/cdkn2B, pten et rb1, 
dans la signalisation lymphocytaire, et dans la régulation transcriptionnelle et co-activation 




 I.  5. Traitements 
La reconnaissance du caractère hétérogène de la LAL a permis d’utiliser des traitements 
ciblés selon le phénotype, le génotype et le pronostic. Aussi, de nombreux facteurs affectent 
le choix et le résultat du traitement incluant le sous-type de LAL, le dénombrement de cellules 
leucémiques dans le sang, l’immunophénotype ou la composition chromosomique de la LAL, 
les antécédents du patient, l’atteinte du système nerveux central, l’âge et la santé du patient. 
Ainsi, la LAL de cellules B matures est le seul sous-type qui est traité avec une 
chimiothérapie intensive de courte durée. Pour les autres formes, les approches de traitements 
spécifiques diffèrent, mais consistent généralement en un traitement d’induction (par 
chimiothérapie), suivi par un traitement de consolidation et d’entretien pour éliminer la 
leucémie résiduelle (Pui and Evans 2006).  
 
I.  5.a. Traitement d’induction 
La phase initiale de la chimiothérapie est appelée induction. Les drogues spécifiques, les 
doses utilisées et la durée de leur administration, dépendent sur plusieurs facteurs incluant 
l’âge du patient, les caractéristiques spécifiques de la LAL et la santé du patient. 
Normalement, la sévérité de la maladie et les effets secondaires de la thérapie rendent 
nécessaire une hospitalisation du patient entre quatre et six semaines. L’objectif du traitement 
d’induction est donc d’éradiquer plus de 99% du nombre initial de cellules leucémiques, et de 
restaurer une hématopoïèse et une forme physique normales. Dans la plupart des centres, ce 
traitement d’induction consiste en l’administration d’une chimiothérapie, c’est-à-dire à 
l’utilisation d’une combinaison de plusieurs médicaments (méthotrexate, cytarabine, 
cyclophosphamide, dexaméthasone ou prednisone, vincristine, L-asparaginase, et/ou un 
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anthracycline) (Pui and Evans 1998; Onciu 2009) qui vise à tuer les cellules cancéreuses ou 
du moins à bloquer leur croissance.  
 
 I.  5.b. Traitement dirigé contre le système nerveux central  
De plus, les cellules leucémiques peuvent se retrouver au niveau de la moelle épinière et du 
cerveau. Une ponction lombaire permet de vérifier la présence des cellules leucémiques dans 
le liquide céphalo-rachidien (LCR). Tous les patients atteints de LAL reçoivent un traitement 
préventif contre l’atteinte du système nerveux central (Pui and Evans 1998). Comme la 
moelle épinière et le cerveau sont des parties difficiles à être ciblées par la chimiothérapie, les 
drogues sont injectées directement dans le LCR. Pour les patients souffrant de LAL avec 
présence de cellules blastiques dans le LCR, en plus d’une chimiothérapie, ils peuvent 
recevoir une radiothérapie (Onciu 2009). L’irradiation crânienne peut causer beaucoup de 
complications à court et long termes, incluant des cancers secondaires, des déficits 
neurocognitives, et des endocrinopathies (Pui and Evans 2006). Malgré cela, dans la plupart 
des centres cliniques, l’irradiation est toujours recommandée pour les patients à très haut 
risque de rechute ayant des blastes leucémiques dans le LCR.    
 
 I.  5.c. Traitement de consolidation et d’entretien 
Même lorsqu’un patient est en rémission, il subsiste toujours quelques cellules leucémiques 
qui ne pourront être détectées par les analyses habituelles. De ce fait, d’autres traitements, à 
savoir le traitement de consolidation et le traitement d’entretien, sont nécessaires pour 
éradiquer les cellules leucémiques et éviter les rechutes. Quand l’hématopoïèse est revenue à 
la normale, les patients en rémission reçoivent un traitement de consolidation. Ce traitement 
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est administré en cycles de quatre à six mois. De plus, les patients avec une LAL doivent 
généralement recevoir une thérapie d’entretien pour des raisons qui sont encore mal 
comprises. Cette thérapie d’entretien s’étend sur une période de deux ans (Pui and Evans 
1998). Les médicaments utilisés pendant ces deux phases sont en général différents de ceux 
utilisés lors du traitement d’induction. 
 
 
II- Transplantation de cellules souches hématopoïétiques 
 
La transplantation de cellules souches hématopoïétiques (TCSH) est habituellement indiquée 
pour les patients qui ne répondent pas au traitement d’induction initial et ceux qui sont en 
deuxième rémission, après une première rechute de la leucémie (Pui and Evans 1998).! La 
transplantation durant la première rémission demeure controversée. Cependant, du fait de leur 
pronostic défavorable, les patients avec un gène de fusion BCR-ABL ou MLL-AF4 sont 
généralement traités avec une TCSH allogénique durant la première rémission.  
 
 II.  1. Complexe majeur d’histocompatibilité  
Avant d’effectuer une TCSH, la compatibilité de certains antigènes entre le receveur et le 
donneur doit être vérifiée, afin d’éviter le rejet de greffe ou la maladie du greffon contre 
l’Hôte (graft-versus-host disease = GVHD). Cette compatibilité des antigènes fait intervenir 
essentiellement le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) qui est défini génétiquement. 
Le terme histocompatibilité majeur est historique, basé sur les premiers effets biologiques mis 
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en évidence dans la première moitié du 20ème siècle, à savoir l’acceptation ou le rejet rapide 
de greffe tissulaire entre individus d’une même espèce, selon que ces individus possèdent ou 
non le même CMH. Ce n’est que beaucoup plus tard, en 1974, que la fonction physiologique 
des produits des gènes d’histocompatibilité majeur du CMH, à savoir la présentation aux 
lymphocytes T des antigènes de l’organisme (soi) et des antigènes étrangers (non-soi), fut 
appréhendée. Le CMH est une région riche en gènes de 7 mégabases sur le chromosome 6p21 
dont les gènes codent pour les molécules d’histocompatibilité, qui ont pour fonction de 
présenter les antigènes aux cellules du système immunitaire, lesquelles doivent ensuite 
discriminer les antigènes du soi des antigènes du non-soi. Les molécules d’histocompatibilité 
sont regroupés sous le nom de HLA (human leucocyte antigen = HLA) et qui sont autant 
l’obstacle principal lors de transplantation de greffes tissulaires, que lors de greffes de cellules 
hématopoïétiques. Le CMH a évolué en un complexe multigénique polymorphe, ce qui 
permet sa très grande variabilité. L’ensemble des allèles du CMH sur un chromosome d’un 
individu est appelé haplotype. Chaque haplotype parental s’exprime chez la progéniture de 
manière co-dominante sur la totalité des cellules de l’organisme, à l’exception des globules 
rouges. La majorité des individus est hétérozygote pour les loci du CMH, qui se séparent en 
deux classes : le CMH de classe I (HLA-A, B et C) et le CMH de classe II (HLA-D avec de 
nombreuses catégories). Ces différents HLA codent pour des récepteurs hétérodimériques 
avec des architectures similaires et sont composés de deux chaînes de polypeptides liées de 
manière non-covalente. Il est donc important de caractériser génétiquement le CMH du 





 II.  2. Conditionnement du patient 
Avant d’effectuer une TCSH, le patient doit être préparé à recevoir les cellules du donneur. Il 
faut éliminer les cellules hématopoïétiques de la MO, éradiquer au maximum les cellules 
tumorales, et détruire les cellules du système immunitaire. Ce processus va permettre 
d’éliminer au maximum les cellules tumorales, les blastes leucémiques dans notre cas, de 
faire le plus de place dans la MO pour les futures cellules du donneur, et d’empêcher le rejet 
des cellules du donneur par le système immunitaire du receveur, tout ceci permettant 
d’optimiser la prise de greffe (Figure 1.3).  
 
Figure 1.3 : Transplantation de cellules hématopoïétiques d’un donneur à un receveur après traitement 












sont les cellules hématopoïétiques du donneur. Après transplantation, le receveur peut avoir 100% des cellules 
hématopoïétiques du donneur, ou encore un chimérisme de cellules hématopoïétiques appartenant au receveur et 
au donneur s’il n’y a pas eu élimination complète de toutes ses cellules lors du traitement. 
  
Le potentiel curatif de la TCSH est donc supporté par un conditionnement myéloablatif à base 
de chimiothérapie et/ou radiothérapie et l’induction d’une réaction immunitaire des cellules 
du donneur contre les cellules du receveur. Cependant, en raison de sa toxicité, ce type de 
conditionnement est réservé aux jeunes patients. Pour le régime myéloablatif, une irradiation 
totale du corps à forte dose et l’administration de cyclophosphamide à hautes doses sont 
utilisées depuis de nombreuses années (Thomas, Buckner et al. 1977; Beutler, Blume et al. 
1979). L’introduction du busulfan dans le régime de conditionnement a permis sa 
combinaison à la cyclophosphamide à la place de l’irradiation (Santos, Tutschka et al. 1983). 
Vu que ces régimes sont restreints à certains patients, de nouveaux protocoles de 
conditionnement ont été mis en place. Ils sont appelés conditionnements non-myéloablatifs, 
ou d’intensités réduites. Ces nouveaux conditionnements entraînent peu de mortalité, même 
chez des patients plus âgés. Ces régimes d’intensité réduite sont basés sur l’utilisation de 
différents agents de chimiothérapies en association ou seul, comme la fludarabine, avec ou 
sans irradiation totale du corps à faible dose. De plus, il peut y avoir l’utilisation de la 
globuline anti-thymocyte (ATG) afin d’éliminer les lymphocytes T du receveur.   
 
 II.  3. Différentes sources de donneurs pour la TCSH 
Le premier choix de donneur pour la TCSH est un individu de la même fratrie compatible au 
niveau du système HLA (greffe HLA identique apparentée). Quand un tel donneur n’est pas 
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trouvé, un autre donneur non apparenté HLA-compatible doit être cherché. Depuis plusieurs 
années, il existe un registre informatique des donneurs de MO. Malgré la rapide augmentation 
du nombre de donneurs dans ce fichier au cours des vingt dernières années, la possibilité de 
trouver un donneur non apparenté avec le même HLA que le receveur demeure limitée, 
essentiellement pour les génotypes de HLA non communs. Si ce type de donneur non 
apparenté HLA-compatible ne peut pas être trouvé, des donneurs alternatifs peuvent être 
considérés. Ceux-ci incluent les donneurs apparentés HLA partiellement incompatibles, les 
donneurs non apparentés HLA partiellement incompatibles, les sangs de cordon ombilical 
HLA-compatibles ou partiellement incompatibles, et les donneurs haplo-identique apparentés.   
La TCSH implique une infusion de cellules contenant des cellules souches (les plus 
importantes) et des progéniteurs de cellules hématopoïétiques avec ou sans cellules T. Une 
des méthodes pour éliminer les cellules T du greffon est l’utilisation des anticorps 
monoclonaux dirigés contre les cellules T et en ajoutant du complément afin d’induire la lyse 
cellulaire. Les anticorps monoclonaux peuvent être également couplés avec une 
immunotoxine afin d’éliminer les cellules T. Enfin, une sélection positive des cellules 
souches par l’anticorps anti-CD34 peut être un moyen de ne plus avoir les cellules T. Les 
cellules souches hématopoïétiques (CSH) peuvent être obtenues de MO, de sang périphérique 
enrichi en CSH, ou de sang de cordon ombilical. La MO obtenue par aspiration des crêtes 
iliaques postérieures a longtemps été la seule source de CSH. L’inconfort de la procédure 
pour le donneur disparaît habituellement en deux semaines, et des effets sérieux sont très rares 
(Anderlini, Rizzo et al. 2001). Comme les CSH quittent continuellement la MO, pour entrer 
dans la circulation sanguine, et ensuite retourner dans la MO, le sang périphérique est une 
source possible pour remplacer la MO. Néanmoins, afin d’avoir un grand nombre de CSH 
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dans le sang périphérique, le donneur est traité par le G-CSF (granulocyte colony stimuling 
factor). Ce facteur de croissance permet de faire migrer les CSH de la MO vers le sang 
périphérique. La troisième source de CSH utilisée est le sang de cordon. Le sang de cordon  
est riche en CSH, mais est limité en volume. Il est récolté immédiatement après la naissance 
de l’enfant et ensuite congelé. Au fil des ans, le sang de cordon a été de plus en plus utilisé 
comme source de donneur pour la TCSH particulièrement chez les patients pédiatriques 




 Moelle osseuse    Sang périphérique enrichi en cellules souches   Sang de cordon 
Figure 1.4 : Transplantation du Programme National des donneurs de moelle osseuse (NMDP) chez les patients 








 II.  4. Prise et échec de la greffe 
Lors de la TCSH, la prise de la greffe va résulter de la migration des CSH du sang 
périphérique vers la MO, et de leur implantation dans celle-ci afin de pouvoir reconstituer le 
système hématopoïétique et immunitaire. Cette prise est évaluée par l’apparition des 
neutrophiles et des plaquettes, puis par l’étude du chimérisme entre les cellules du donneur et 
celles du receveur (Figure 1.3). Une prise de greffe complète est définie lorsque le patient 
n’est plus en neutropénie et que le chimérisme est de plus de 90% de type du  donneur. 
Comme les patients reçoivent un conditionnement qui élimine leur système immunitaire, la 
TCSH est souvent associée à une immunodéficience prolongée post-transplantation. Ceci se 
produit surtout après des traitements de conditionnements intensifs ou lors d’utilisation de 
greffes dépourvues en cellules T. Le temps nécessaire pour régénérer complètement le 
compartiment des cellules T et B est d’un ou deux ans, surtout lorsque le thymus a perdu la 
plupart de ses fonctions du fait de l’âge du receveur, des thérapies utilisées, et/ou de 
l’existence d’une GVH (voir ci-dessous).  
Après transplantation, le premier échec d’une greffe est l’absence de prise et/ou la perte des 
cellules du donneur. Ces dernières sont rejetées principalement par les lymphocytes T du 
receveur dans le contexte d’une réaction allo-immune. Les cellules du donneur sont reconnues 
comme non-soi par les cellules du receveur, d’où la nécessité d’éliminer ces cellules avant 
transplantation (Marijt, Kernan et al. 1995; Mattsson, Ringden et al. 2008). L’échec de prise 
de la greffe peut aussi être dû à un faible nombre de cellules injectées (Gluckman, Rocha et 
al. 1997; Rocha, Cornish et al. 2001). Ceci survient surtout lors de transplantation avec du 
sang de cordon, où le nombre de cellules injectées est plus faible qu’avec de la MO. Cette 
source de CSH est donc utilisée essentiellement pour transplanter les patients pédiatriques. 
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Néanmoins, la transplantation de deux unités de sang de cordon au lieu d’une unité afin 
d’augmenter le nombre de cellules injectées permet une amélioration de la prise de greffe, et 
rend possible la stratégie de la greffe de sang de cordon chez les adultes (Barker, Weisdorf et 
al. 2005; Ballen, Spitzer et al. 2007).  
 
 II.  5. Reconstitution immunitaire 
La TCSH est principalement utilisée pour restaurer les populations cellulaires 
hématopoïétiques chez des patients recevant de hautes doses d’irradiation et/ou de 
chimiothérapie pour traiter les maladies du sang telles que la LAL. Les radiothérapies et 
chimiothérapies causent une destruction de l’hématopoïèse, et donc les CSH provenant d’un 
donneur reconstituent le système hématopoïétique du receveur. Par conséquent, selon l’âge du 
patient et le conditionnement utilisé, la reconstitution immunitaire peut plus ou moins être 
retardée. De plus, les drogues immunosuppressives utilisées pour prévenir la GVHD peuvent 
retarder la reconstitution immunitaire. Ainsi, durant cette période, les patients transplantés 
sont exposés aux infections opportunistes, lesquelles dans plusieurs cas peuvent être fatales. 
Chez les patients pédiatriques, la reconstitution lymphocytaire lors d’une TCSH de sang de 
cordon est comparable à celle observée lors d’une TCSH de MO (Locatelli, Maccario et al. 
1996; Moretta, Maccario et al. 2001). Les cellules NK vont apparaître en première dans les 
premières semaines et vont atteindre des niveaux normaux dès un mois post-transplantation 
(Figure 1.5). Les lymphocytes B apparaissent vers trois mois et les lymphocytes T CD4 
atteignent des niveaux normaux vers six à neuf mois post-transplantation. Par contre, les 
lymphocytes T CD8 apparaissent à des niveaux normaux plus tardivement, pas avant neuf 
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Figure 1.5 : Cinétique de la reconstitution immunitaire chez les patients pédiatriques après TCH de sang de 
cordon (Merindol, Charrier et al. 2011). 
 
 II.  6. La maladie du greffon contre l’hôte 
Des études cliniques et des études in vitro ont clairement montré que la TCSH allogénique 
peut induire un effet appelé «greffe contre la tumeur » (graft-versus-tumor = GVT) durant 
lequel les cellules immunitaires dérivées du donneur attaquent les cellules tumorales du 
receveur et participent à la guérison de la maladie maligne. Cependant, cet effet bénéfique 
provient des cellules T et est souvent associé avec la GVHD, qui est un processus durant 
lequel les tissus normaux du receveur sont attaqués par les cellules T du donneur. La 
morbidité et la mortalité dues à la GVHD demeurent des barrières majeures à l’avancement de 
la TCSH. Environ 35 à 50% des patients pédiatriques ayant une TCSH développeront une 
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GVHD, malgré l’utilisation d’agents immunosuppresseurs. Cette complication survient 
lorsque les cellules du donneur reconnaissent les cellules du receveur comme étrangères, et 
les tuent. Il s’agit également d’une réaction immunitaire allogénique. Ainsi, la disparité du 
HLA entre le receveur et le donneur est un facteur important à prendre en considération. La 
pathophysiologie de la GVHD peut être divisée en trois phases distinctes, mais qui demeurent 
toutefois liées entre elles. La première phase est représentée par les dommages tissulaires 
consécutives au conditionnement, ce qui amplifie l’activation des cellules T du donneur lors 
de la seconde phase, pour aboutir lors de la troisième phase aux lésions tissulaires cibles 
induites par les cellules et cytokines du donneur.  
 
 II.  6.a. Dommage tissulaire lié au conditionnement 
 Le dommage tissulaire est le déclencheur du développement de la GVHD, et se produit 
souvent bien avant l’injection du greffon. En effet, les diverses thérapies antérieures que le 
patient a reçues et qui ont provoquées des lésions tissulaires et cellulaires et le nouveau 
dommage induit par le conditionnement, induisent la libération de grandes quantités de 
cytokines inflammatoires. Ces cytokines vont stimuler l’activation des cellules présentatrices 
d’antigènes (CPA) du receveur (Zhang, Louboutin et al. 2002; Ferrara, Cooke et al. 2003). De 
plus, l’irradiation totale du corps déclenche la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires 
incluant le tumor necrosis factor (TNF), l’interleukine 1 (IL-1), et l’interleukine 6 (IL-6) 
(Xun, Thompson et al. 1994), et provoque également des lésions de l’épithélium du système 
gastro-intestinal (Paris, Fuks et al. 2001). Tout ceci entraîne la libération de 
lipopolysaccharide (LPS) et d’autres glycolipides dérivés de bactéries à travers la muqueuse 
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intestinale endommagée qui activent le système immunitaire inné et provoquent une tempête 
cytokinique inflammatoire (Hill, Crawford et al. 1997; Hill and Ferrara 2000).  
 
 II.  6.b. Activation des cellules T du donneur 
Des études ont montré que les cellules T naïves, et non mémoires, du donneur sont capables 
d’induire une GVHD aiguë (Anderson, McNiff et al. 2003; Zhang, Joe et al. 2004). Devant 
cette constatation, certains ont proposé d’éliminer les cellules T naïves du donneur du greffon, 
tout en conservant les cellules T mémoires qui permettront de contrôler les infections 
opportunistes. Néanmoins, une étude contredit ces données en montrant que des cellules T 
alloréactives mémoires peuvent être aussi responsables de GVHD (Zhang, Joe et al. 2005). 
Cependant, d’autres études indiquent que ce sont essentiellement les cellules T naïves qui 
provoquent une GVHD, contrairement aux cellules T mémoires qui sont moins alloréactives 
(Foster, Marangolo et al. 2004; Chen 2008; Distler, Bloetz et al. 2011), ce qui soutient 
qu’elles sont capables d’induire une GVHD mais moins intensément. De plus, des études 
montrent que l’utilisation de greffons provenant de femmes multipares provoque plus de 
GVHD (James, Chai et al. 2003; Randolph, Gooley et al. 2004), laissant supposer un rôle de 
cellules mémoires dans le greffon.  
L’induction de la GVHD nécessite la stimulation des cellules T naïves du donneur par les 
CPA qui présentent des alloantigènes (antigènes provenant du receveur). Ces antigènes sont 
issus des lésions tissulaires et cellulaires avant transplantation, et sont captés par les CPA du 
donneur. La GVHD se déclencherait différemment selon la population lymphocytaire T : 
cellules T  CD4 et cellules T CD8. Les CPA résiduelles du receveur serait nécessaire pour 
l’induction de la GVHD dépendant des cellules T CD8 (Shlomchik, Couzens et al. 1999), 
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mais une fois la GVHD déclenchée, elle pourrait être amplifiée par les CPA du donneur. Par 
contre, la présentation des antigènes du receveur par le CMH de classe II sur les CPA du 
donneur serait suffisante pour induire une GVHD dépendante des cellules T CD4 (Anderson, 
McNiff et al. 2005). Cependant tous ces travaux ont été effectués dans le modèle murin, et 
pourraient être donc différents chez l’homme. 
Après l’interaction avec les CPA activées, les cellules T CD4 se différencient en cellules T 
helper (Th1) productrices de cytokines permettant la prolifération de cellules T et leur 
différentiation. Ces cellules Th1 produisent de grandes quantités de cytokines pro-
inflammatoires incluant l’interféron γ (IFN-γ) et le TNF, lesquelles induisent des dommages 
tissulaires indépendants du CMH (Teshima, Ordemann et al. 2002). En opposition, les 
cellules T CD8 du donneur se différencient en lymphocytes T cytotoxiques (LTC) qui ont la 
capacité d’entraîner des lésions tissulaires dépendant du CMH via les voies de perforine, 
granzyme B et Fas ligand (FasL) (Kagi, Vignaux et al. 1994; Shresta, Pham et al. 1998).   
 
 II.  6.c. Dommages tissulaires provoqués par les cellules et 
                       cytokines 
La phase finale de la GVHD est caractérisée par l’apoptose des tissus cibles provoquée 
directement par les cellules effectrices cytotoxiques, et indirectement par les cytokines. Les 
cellules effectrices du donneur, comprenant les cellules T CD4, les LTC et les cellules NK 
(natural killer), déclenchent leurs activités cytotoxiques à travers la sécrétion de perforine et 
granzyme B, ou à travers les interactions de Fas-FasL, TNF, ou TRAIL (TNF-related 
apoptosis-inducing ligand) (Kagi, Vignaux et al. 1994; Shresta, Pham et al. 1998; Kayagaki, 
Yamaguchi et al. 1999). Les cellules T activées vont tuer les CPA principalement à travers les 
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voies de perforine, granzyme B et Fas-FasL. Les deux cytokines principales, IL-1 et TNF, 
jouent un rôle critique dans le développement de la GVHD. L’IL-1 est une cytokine pro-
inflammatoire dans les réponses immunitaires qui a des effets importants sur l’incidence et la 
sévérité de la GVHD (Cullup and Stark 2005). Le TNF a plusieurs rôles centraux à différentes 
étapes de la GVHD, incluant l’amélioration de la maturation des CPA, la migration des 
cellules, l’amélioration des réponses des cellules T (Hill, Teshima et al. 2000), et l’induction 
directe des lésions tissulaires (Laster, Wood et al. 1988). Le TNF pourrait stimuler aussi la 
production de plusieurs cytokines telles que l’IL-1, l’IL-6, l’IL-10 et l’IL-12 ce qui 
augmenterait la réaction (Jacobsohn and Vogelsang 2007). De plus, quelques cytokines en 
particulier l’IL-6, l’IL-8, le TNF-α, l’IFN-γ et l’IL-2 sont libérées et jouent un rôle important 
dans l’amplification de la GVHD (Bryson, Jennings et al. 2007; Ho and Cutler 2008; Toubai, 
Sun et al. 2008) par les cellules T CD4+ du greffon. Par ailleurs, l’implication de la voie 
TRAIL joue un rôle bénéfique en faisant diminuer l’effet GVHD lorsque les cellules T sont 
transduites par TRAIL (Ghosh, Dogan et al. 2013). 
 
 II. 7. Rôles de la transplantation des cellules souches hématopoïétiques 
En résumé, la TCSH va agir à différents points chez le patient faisant intervenir 
principalement les lymphocytes T comme vu ci-dessus. La première fonction de la TCSH est 
d’obtenir un effet GVL. Une partie des lymphocytes T du greffon vont donc intervenir et agir 
dans la reconnaissance des cellules leucémiques de l’hôte. Elles vont par conséquent contrôler 
la rechute du patient, et pouvoir éliminer les cellules leucémiques  qui n’ont pas été tuées lors 
du conditionnement du patient avant transplantation. Ensuite, une autre fonction de la TCSH 
est la reconstitution immunitaire faisant intervenir les cellules souches du greffon. Ces 
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cellules vont coloniser la MO du patient et reconstituer tout le système hématopoïétique dont 
les lymphocytes T qui apparaitront en dernier. Aussi, la TCSH agit au niveau des infections 
opportunistes. Ces infections vont pouvoir être contrôlées grâce à une partie des cellules T du 
greffon. Vu que le patient est immunodéprimé au moyen de la transplantation, il est 
vulnérable à tout type d’infection, en particulier les infections opportunistes incluant le virus 
Epstein Barr, le cytomégalovirus et le virus de la varicelle. Les cellules T du greffon 
reconnaissant ces virus jouent donc un rôle important afin de protéger le patient contre ces 
infections. Enfin, la TCSH intervient dans la GVHD qui est une des complications critiques. 
Ceci implique les lymphocytes T du greffon où une partie d’entre eux vont reconnaître les 
cellules de l’hôte comme étranger, et par conséquent vont les tuer pouvant entraîner la mort 
du patient s’il n’est pas traité.   
 
 
III- La rechute de la leucémie et l’immunothérapie 
  
 III.  1. La rechute de la leucémie et l’effet de la greffe contre la   
                      leucémie 
Environ la moitié des patients pédiatriques ayant une LAL vont présenter une rechute de la 
maladie après TCSH. La rechute de la leucémie est souvent associée avec une faible GVHD. 
Inversement, les patients ayant une forte GVHD vont souvent avoir une bonne réponse de la 
greffe contre la leucémie (graft-versus-leukemia = GvL) et présenter moins de rechute. Par 
contre, la disparité HLA ne va pas influencer l’effet GvL à savoir qu’une plus grande disparité 
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HLA ne l’augmente pas (Weisdorf, Nelson et al. 2009; Weisdorf 2010). Les patients dont la 
GvL est efficace vont rentrer en rémission complète. À noter, qu’une rémission complète peut 
aussi avoir lieu lors d’une chimiothérapie. Ceci ne signifie pas que les cellules leucémiques 
sont totalement éliminées du corps, mais que leur nombre se situe en-dessous du seuil de 
détection par les méthodes conventionnelles utilisées. De ce fait, un nombre minimal de 
cellules leucémiques peut encore résider dans le patient. Ceci est défini comme la maladie 
résiduelle, où on suppose qu’il peut y avoir encore quelques cellules leucémiques. Il est donc 
important de suivre la maladie résiduelle chez les patients en rémission complète afin de 
détecter une possible rechute de la leucémie et de la prévenir. De plus, le suivi de la maladie 
résiduelle est un facteur de fort pronostic de rechute (Jacquy, Delepaut et al. 1997; Biondi, 
Valsecchi et al. 2000).   
La GvL se produit lorsqu’une partie des cellules transplantées réagissent contre les cellules 
leucémiques du patient. Ce sont principalement les lymphocytes T et les cellules NK qui 
pourront éliminer les cellules leucémiques. Il a été montré qu’un chimérisme complet est 
associé à un risque plus faible de rechute de la leucémie (Keil, Prinz et al. 2003; Huisman, de 
Weger et al. 2007). De plus, il a été observé que la déplétion des lymphocytes T lors de TCSH 
afin d’éviter un effet GVHD augmente le risque de rechute de la leucémie (Rocha, Cornish et 
al. 2001). Aussi, l’élimination des lymphocytes T avant la TCSH augmente les risques 
d’infections opportunistes chez les patients.    
 
 III.  2. L’immunothérapie 
La TCSH est utilisée chez les patients avec une LAL qui ont une maladie considérée comme à 
haut risque de rechute. La plupart du temps, les patients ont déjà rechuté de la leucémie avant 
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d’avoir une TCSH. Cette dernière va permettre aux lymphocytes T provenant du donneur de 
tuer les cellules leucémiques résiduelles. Cependant, il y a encore une proportion significative 
de patients qui rechutent après la TCSH. Une des solutions pour traiter ces rechutes de 
leucémie après une TCSH est l’immunothérapie cellulaire. De multiples stratégies 
d’immunothérapies ont été mises en place en utilisant différents types cellulaires. 
L’immunothérapie cellulaire a pour but de transfuser des cellules pouvant tuer directement les 
cellules leucémiques ou stimuler le système immunitaire pour qu’il puisse tuer les cellules 
tumorales. 
 
 III.  2.a. Infusion des leucocytes du donneur 
 L’infusion de leucocytes du donneur (donor leukocyte infusion = DLI) a été montré efficace 
chez des patients ayant une leucémie myéloïde chronique (LMC) et rechutant après une 
TCSH. Néanmoins, l’injection des DLI a été montré nettement moins efficace dans le cas 
d’une LAL avec un taux d’efficacité entre 0 et 13% (Kolb, Schattenberg et al. 1995; Collins, 
Goldstein et al. 2000; Choi, Lee et al. 2005), bien que le premier patient traité avec succès par 
les DLI était un enfant avec une LAL (Slavin, Naparstek et al. 1996). Les réponses de LAL 
après injection de DLI sont donc rares, et les quelques rémissions prolongées ont été 
observées chez les patients traités par chimiothérapie intensive ou radiothérapie. Pour que 
l’effet GvL soit efficace, il faut qu’il se produise très tôt après la TCSH. La limite de 
l’efficacité des DLI contre la leucémie pourrait être associée avec un manque de molécules de 
co-stimulation sur les cellules leucémiques et une induction de la tolérance immunitaire. 
(Cardoso, Schultze et al. 1996). De plus, l’injection des DLI augmente le risque de GVHD, 
puisque parmi les lymphocytes injectés, il y a ceux qui reconnaitront les cellules leucémiques 
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et ceux qui attaqueront les cellules normales du patient (Collins, Goldstein et al. 2000). Enfin, 
l’immunothérapie par les DLI n’est pas possible chez des patients qui sont transplantés avec 
des CSH provenant de sang de cordon ombilical, puisque ce dernier a été entièrement utilisé 
pour la transplantation et qu’il n’est par conséquent pas possible de disposer de cellules du 
donneur. 
 
 III.  2.b. Les cellules dendritiques 
Les cellules dendritiques (dentritic cell = DC) jouent un rôle majeur dans l’initiation et 
l’induction des réponses immunitaires. Elles sont impliquées dans l’activation des 
lymphocytes T et B, et dans l’induction de la tolérance immunitaire. De ce fait, leurs 
interactions dans les réponses immunitaires les rendent intéressantes pour diverses situations 
cliniques faisant intervenir les lymphocytes T, telles que la transplantation, l’allergie, les 
maladies auto-immunes, la résistance aux infections et cancer, et la vaccination (Banchereau 
and Steinman 1998). Les DC expriment de nombreux récepteurs à leur surface comprenant 
ceux impliqués dans la migration cellulaire (CD11a,b,c, CD49d, CD44 et B-catherine), dans 
l’absorption des antigènes (MMR, DEC-205 et FcR (récepteur du fragment constant des 
immunoglobulines) pour les IgG et IgE), dans la présentation antigénique (CMH de classe I et 
II, et CD1), dans l’adhésion et la co-stimulation (CD50, CD54, CD58, CD80 et CD86), dans 
la signalisation cellulaire (récepteur au TNF, CD40 et CD120) et dans la réponse aux 
cytokines (récepteurs de cytokines incluant le GM-CSF (Granulocyte macrophage colony 
stimuling factor), IL-1, IL-4, IL-10 et TGF-β (Transforming growth factor)).  
Les DC peuvent se trouver sous deux formes, dites soit immature ou mature. Les DC 
immatures sont caractérisées par une forte expression de CMH de classe II intracellulaire, et 
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une faible expression de CD54, CD58, CD80, CD86 et CD40. Elles possèdent des FcR et sont 
capables d’englober des corps étrangers ou apoptotiques. Cette fonctionnalité les rend 
extrêmement efficaces pour capter les antigènes et les présenter à leur surface. À ce stade de 
différentiation, elles stimulent faiblement les lymphocytes T. En opposition, les DC matures 
expriment de hauts niveaux de CD1, CMH de classe II, CD54, CD80, CD86 et CD83, et elles 
sont inefficaces pour capter les antigènes. Elles sont par contre d’excellents stimulateurs pour 
activer les lymphocytes T.    
 
 III.  2.b.1. Les différentes sous-populations des cellules dendritiques 
Les DC sont une population hétérogène avec des rôles clés dans l’immunité adaptative. 
Généralement, elles captent les antigènes, les processent, et les présentent aux cellules T, afin 
d’induire soit une réponse immunitaire ou soit une tolérance contre l’antigène présenté. 
L’induction par la présentation antigénique est en partie déterminée selon le type de DC.  
Nous pouvons tout d’abord inclure les monocytes qui peuvent être considérés comme des 
précurseurs des DC. Ce sont des cellules phagocytaires immatures qui proviennent de la MO, 
et se retrouvent dans différents tissus dont le sang et la rate (Grage-Griebenow, Flad et al. 
2000). Les monocytes expriment les récepteurs CD14, CCR2 et CD62L (Tacke and Randolph 
2006). Ils migrent au niveau des sites d’inflammation, et peuvent par la suite se différencier 
en macrophages. Ils peuvent aussi se différencier en DC inflammatoires qui interviennent 
dans la réponse innée (Geissmann, Auffray et al. 2008). Parmi les monocytes, il y a une sous-
population cellulaire exprimant le récepteur CD16. Cette population possède plusieurs 
caractéristiques des DC, telles que l’expression du CMH de classe II, les molécules de co-
stimulation, et le CD11c (Ancuta, Weiss et al. 2000). Lors d’une infection virale ou 
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bactérienne, cette population monocytaire se différencie en DC matures, et déclenche une 
réponse cellulaire de type Th1 (Ancuta, Weiss et al. 2000).  
Ensuite, il y a les DC retrouvées au niveau des muqueuses. Leur rôle est de maintenir 
l’équilibre entre la tolérance et la génération de réponses immunes (Dhodapkar, Steinman et 
al. 2001; Mahnke, Schmitt et al. 2002).  Dans la muqueuse intestinale, les DC sont localisées 
au niveau de la lamina propria, et également dans les ganglions mésentériques et les plaques 
de Peyer.  
Il y a aussi les DC de Langerhans qui sont un sous-type des DC des muqueuses. Ces cellules 
de Langerhans ont été décrites en 1868 par Paul Langerhans (Merad and Manz 2009). Ces 
cellules résident dans l’épiderme et les muqueuses. Elles effectuent un rôle de surveillance 
immunitaire afin de prévenir l’infection (Dieu-Nosjean, Massacrier et al. 2000). Lors d’une 
infection, elles vont capter le microorganisme, se différencier en DC matures, et migrer vers 
les organes lymphoïdes pour présenter les antigènes aux cellules T (Romani, Holzmann et al. 
2003). Elles ont également une capacité tolérogénique (Enk, Jonuleit et al. 1997).  
Il y a aussi les DC myéloïdes. Cette sous-population se localise dans les tissus afin de jouer le 
rôle de surveillance (Manz, Traver et al. 2001). En périphérie, les DC myéloïdes font la 
liaison entre l’immunité innée et l’immunité adaptative. Par conséquent, lors d’une infection, 
les DC myéloïdes vont se différencier et devenir matures, et vont pouvoir par la suite stimuler 
les cellules T. Elles ont aussi un rôle tolérogénique en favorisant la différentiation et 
l’activation des cellules T régulatrices (Kubach, Becker et al. 2005).  
Enfin, il y a les DC plasmacytoïdes qui sont très importantes et font le lien entre l’immunité 
innée et l’immunité adaptative (Siegal, Kadowaki et al. 1999). On les retouvent dans le sang, 
mais aussi dans les organes en périphérie. En cas d’infection, les DC plasmacytoïdes 
 
29 
produisent de grande quantité d’IFN de type I entraînant l’activation des DC myéloïdes, 
l’induction de réponses T, et la production d’IFN-γ (Luft, Pang et al. 1998; Kadowaki, 
Antonenko et al. 2000). De plus, les DC plasmacytoïdes non-stimulées jouent un rôle dans la 
tolérance en périphérie (Krug, Veeraswamy et al. 2003).  
 
 III.  2.b.2. Les cellules dendritiques chargées avec des antigènes   
                            tumoraux 
Cette approche utilise des DC normaux immatures en les chargeant avec des antigènes 
tumoraux  afin de permettre une présentation antigénique de la LAL (ou autre tumeur) aux 
cellules T pour les activer. Les DC du donneur de la TCSH sont chargées avec des antigènes 
provenant de la LAL. Elles sont ensuite infusées aux patients afin de stimuler les cellules T 
provenant de la transplantation afin que ces dernières puissent par la suite éliminer la LAL. 
Des DC chargées avec des fragments apoptotiques de cellules tumorales sont plus efficaces 
que les DC chargées avec des lysats de cellules tumorales dans des expériences d’induction 
des LTC contre la LAM (Galea-Lauri, Darling et al. 2002). Dans une autre étude, des DC 
chargées avec des blastes LAM apoptotiques autologues peuvent générer des lymphocytes T 
qui possèdent une activité contre la LAM. Cette activité cytotoxique n’a pas été observé 
contre une LAM allogénique ou en utilisant des DC non chargées (Spisek, Chevallier et al. 
2002). De plus, une étude a montré que les lysats de LAL peuvent induire une différentiation 
des DC en stade mature, une production de cytokines, et une activité cytotoxique des 
lymphocytes T contre les blastes leucémiques (Pospisilova, Borovickova et al. 2002). Les 
LTC générés sont principalement des cellules CD3+ CD8+ qui n’ont aucun effet sur les 
cellules non leucémiques des patients.     
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 III.  2.c. Les cellules T modifiées  
Étant donné les effets limités de GvL observés avec des cellules T de donneur dans la LAL 
avec ou sans infusion de DC, plusieurs équipes ont étudié une nouvelle forme 
d’immunothérapie cellulaire en modifiant génétiquement les cellules T autologues afin 
qu’elles puissent reconnaître spécifiquement des antigènes tumoraux.  
Une des voies pour modifier les cellules T est le transfert génique des sous-unités des chaines 
α et β du récepteur de cellule T (T cell receptor = TCR). Les TCR utilisés sont dérivés de 
clones de cellules T spécifiques contre des antigènes tumoraux (Sadelain, Riviere et al. 2003; 
Brentjens 2004; Sadelain, Brentjens et al. 2009).  La faisabilité de cette approche a été 
montrée dans des essais cliniques chez des patients ayant des mélanomes métastatiques 
(Morgan, Dudley et al. 2006; Johnson, Morgan et al. 2009). Cependant, les données publiées 
en utilisant cette approche thérapeutique sont peu nombreuses mais toutefois efficaces dans 
les cancers hématopoïétiques (Xue, Gao et al. 2005; Dossett, Teague et al. 2009). En plus, 
cette approche permet seulement de reconnaître les antigènes tumoraux qui sont présentés sur 
les molécules HLA. De ce fait, la spécificité du TCR est restreinte au phénotype HLA du 
patient. Par conséquent, elle ne peut pas être appliquée de façon universelle pour tous les 
patients en utilisant les mêmes cellules T qui ont été modifiées, ce qui implique que des 
manipulations complexes et onéreuses doivent être développées pour chaque individu. De 
plus, beaucoup de cellules tumorales diminuent l’expression des molécules HLA et/ou ont un 
défaut dans le mécanisme de présentation antigénique (Gottschalk, Ng et al. 2001; Khong and 
Restifo 2002). De ce fait, les cellules T modifiées ne pourront pas reconnaître ces cellules 
tumorales et les éliminer. 
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Une autre stratégie pour modifier les cellules T est l’utilisation de récepteurs antigéniques 
chimériques (chimeric antigen receptor = CAR). Les CAR sont composés du fragment 
variable de l’anticorps (single-chain variable-fragment = scFv) spécifique pour un antigène 
tumoral. Ce scFv est fusionné à un domaine transmembranaire et à une partie du domaine de 
signal intracellulaire des cellules T comme le CD3-ζ (Park and Brentjens 2010). Le récepteur 
ainsi obtenu, exprimé sur la surface des cellules T, permettra de lier l’antigène tumoral à 
travers le domaine scFv, lequel entraînera un signal d’activation dans la cellule T pour tuer la 
cellule cible.  
L’utilisation de cellules T modifiées exprimant un CAR spécifique d’un antigène a plusieurs 
avantages. Tout d’abord, cette approche utilise les cellules T provenant du patient, évitant 
ainsi un risque de GVHD. Ensuite, les cellules T modifiées peuvent être facilement et 
rapidement générées ex vivo (Hollyman, Stefanski et al. 2009). De plus, la reconnaissance du 
CAR vis-à-vis de l’antigène est HLA indépendant. Les cellules T modifiées avec un CAR 
peuvent être utilisées pour tous les types de HLA. Enfin, les CAR peuvent être modifiés afin 
d’insérer des gènes additionnels, comme des molécules de co-stimulation ou de cytokines 
pour améliorer l’efficacité anti-tumorale des cellules T modifiées (Kowolik, Topp et al. 2006; 
Tammana, Huang et al. 2010; Singh, Figliola et al. 2011).   
 
 III.  2.c.1. Les cellules T modifiées dans la LAL 
Tandis que l’utilisation des cellules T modifiées par un TCR spécifique contre des antigènes 
de LAL ont montré une faible efficacité, plusieurs équipes ont étudié l’utilisation des CAR 
comme un moyen de thérapie cellulaire pour la LAL.  
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La première étape est de choisir la molécule cible appropriée sélectivement exprimée sur les 
cellules cancéreuses. Pour les LAL de la lignée B, le récepteur CD19 est une molécule idéale 
pour plusieurs raisons. Tout d’abord, contrairement au récepteur CD20 qui est la cible utilisée 
pour l’immunothérapie basée sur les anticorps monoclonaux, le récepteur CD19 est exprimé 
très tôt dans le stade de différentiation des cellules B, au niveau des précurseurs précoces des 
lymphocytes B. De plus, ce récepteur reste exprimé sur les cellules tumorales leucémiques. 
Enfin, le récepteur CD19, comme le récepteur CD20, est absent sur les cellules souches 
hématopoïétiques pluripotentes (Cooper, Al-Kadhimi et al. 2004; Cooper, Al-Kadhimi et al. 
2005; Loskog, Giandomenico et al. 2006) évitant ainsi d’éliminer les autres populations 
cellulaires. De plus, une équipe a montré l’efficacité d’un anticorps bispécifique ciblant 
l’antigène CD19 (blinatumomab) chez les patients ayant une LAL (Topp, Kufer et al. 2011). 
Ceci laisse suggérer que le récepteur CD19 est une cible très attractive pour l’immunothérapie 
cellulaire dans la LAL.  
En effet, il a été montré que les cellules T modifiées avec un CAR spécifique pour cibler le 
récepteur CD19 lysent efficacement in vitro les cellules tumorales exprimant le récepteur 
CD19 à leur surface, et éradiquent les tumeurs systémiques exprimant le récepteur CD19 dans 
le modèle de souris SCID-beige (Brentjens, Latouche et al. 2003). D’autres études ont montré 
que l’efficacité et la persistance de ces cellules T modifiées in vivo peuvent être améliorées 
par des molécules de co-stimulation (Brentjens, Latouche et al. 2003; Brentjens, Santos et al. 
2007). Puisque la plupart des tumeurs n’expriment pas les ligands de co-stimulation (CD80 et 
CD86) qui sont nécessaires pour l’activation et la prolifération des cellules T, le CAR a été 
modifié en introduisant le domaine de signalisation intracellulaire des récepteurs CD28, 4-
1BB et/ou OX40. Ce nouveau CAR, dit de seconde génération, permet une activation et 
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prolifération in vitro en l’absence des ligands de co-stimulation, de même qu’une 
amélioration de l’efficacité anti-tumorale in vivo dans des souris immunodéficientes ayant une 
tumeur pré-B LAL systémique n’exprimant pas les ligands CD80 et CD86 (Imai, Mihara et 
al. 2004; Loskog, Giandomenico et al. 2006; Milone, Fish et al. 2009). Plus récemment, un 
nouveau CAR, dit de troisième génération, a été créé. Celui-ci contient en tandem les 
domaines de signalisation de deux récepteurs de co-stimulation, soit ceux des récepteurs 
CD28 et 4-1BB ou ceux des récepteurs de CD28 et OX40. Ce nouveau CAR démontre une 
amélioration de la capacité du signal à travers la cellule T comparé aux autres CAR de 
première et seconde générations (Wang, Jensen et al. 2007; Kochenderfer, Feldman et al. 
2009). 
 
 III.  2.c.2. Les essais cliniques avec le CAR spécifique du récepteur 
                           CD19 dans la LAL 
Étant donné l’efficacité des cellules T modifiées par le CAR spécifique pour le récepteur 
CD19 dans les modèles précliniques, plusieurs essais cliniques ont été mis en place chez des 
patients ayant différents types de cancers hématologiques d’origine de la lignée B. Les 
données préliminaires de ces études cliniques suggèrent que la thérapie cellulaire utilisant les 
cellules T modifiées par le CAR spécifique pour le récepteur CD19 sont prometteuses pour 
les cancers touchant les cellules de la lignée B (Kochenderfer, Wilson et al. 2010; Brentjens, 
Riviere et al. 2011). De plus, une étude a récemment montré des réponses complètes chez 
trois patients avec des stades avancés de lymphomes B et de leucémie lymphoïde chronique 
(LLC). Ces trois patients ont été traités avec des cellules T autologues modifiées avec un 
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CAR spécifique pour le récepteur CD19 (Kalos, Levine et al. 2011; Porter, Levine et al. 
2011).  
La majorité des études cliniques utilisant ce type de CAR a été effectuée chez des patients 
ayant des cancers chroniques de cellules B. Plusieurs études sont actuellement en cours dans 
un groupe de patients ayant une LAL. Ces études utilisent des cellules T modifiées provenant 
soit du donneur de la greffe, soit du sang de cordon.  
De plus, d’autres équipes ont examiné l’efficacité de l’utilisation du CAR spécifique pour le 
récepteur CD19 chez des patients rechutant de la LAL après TCSH. Les cellules T utilisées 
sont des cellules T multi-spécifiques contre trois virus qui sont le cytomégalovirus, le virus 
Epstein-Barr et l’adénovirus. Ces cellules T multi-spécifiques ont donc été modifiées avec un 
CAR spécifique pour le récepteur CD19. Les patients traités avec ces cellules T modifiées 
devraient à la fois être protégés pour la LAL, mais aussi pour les trois types d’infections 
virales cités précédemment (NCT00840853 ; NCT01195480 ; NCT01430390). 
 
 III.  2.d. Les cellules tueuses naturelles 
Les cellules NK sont des cellules lymphoïdes du système immunitaire qui expriment les 
marqueurs CD56 et CD16. Elles expriment différents types de récepteurs activateur ou 
inhibiteur leur permettant ainsi d’être activées lors d’une infection virale ou lors de présence 
de cellules cancéreuses (Bottino, Biassoni et al. 2000).  
Il y a tout d’abord les récepteurs KIR (killer immunoglobulin-like receptor) appartenant à la 
superfamille des immunoglobulines. Ils possèdent deux ou trois domaines extracellulaires 
avec de courts ou longs domaines intracellulaires. Ces récepteurs reconnaissent les molécules 
HLA de classe I. Par exemple, les récepteurs KIR2D vont reconnaître la molécule HLA-C, 
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tandis que les récepteurs KIR3D reconnaîtront les molécules HLA-A et HLA-B (Gumperz, 
Litwin et al. 1995; Fan and Wiley 1999). Parmi les récepteurs KIR, une partie a une fonction 
inhibitrice tel que le récepteur KIR2DL1, et l’autre partie possède une fonction activatrice 
comme le récepteur KIR3DL1 (Litwin, Gumperz et al. 1994; Frohn, Schlenke et al. 1997). Ce 
qui va différencier la fonction activatrice de la fonction inhibitrice, c’est la présence de motif 
à base de tyrosine appelée ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) ou ITIM 
(immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) respectivement (Muta, Kurosaki et al. 
1994; Nakajima, Cella et al. 2000).  
Ensuite, il y a les récepteurs appartenant à la famille de NKG2. Ces récepteurs sont associés 
avec la molécule CD94. Cette famille comporte de nombreux membres dont les récepteurs 
NKG2A, NKG2B et NKG2C (Houchins, Yabe et al. 1991) qui ont une fonction inhibitrice et 
reconnaissent les molécules HLA de classe I (Carretero, Cantoni et al. 1997). Il y a aussi le 
récepteur NKG2D qui joue rôle activateur et dont les ligands sont MIC-A (MHC class I 
chain-related gene A) et MIC-B. Ce récepteur a été montré à jouer un rôle essentiel dans la 
lyse des cellules tumorales (Pende, Cantoni et al. 2001). 
Enfin, il y a la famille des récepteurs NCR (Natural cytotoxicity receptor). Ces récepteurs sont 
associés au motif ITAM. Les plus connus sont les récepteurs NKp30, NKp44 et NKp46. 
Cependant, les ligands ne sont pas encore connus, à part pour le récepteur NKp30 (Brandt, 
Baratin et al. 2009).   
Les cellules cibles vont donc exprimer les ligands de ces différents récepteurs en particulier 
ceux des récepteurs KIR inhibiteur entraînant ainsi un signal inhibiteur aux cellules NK 
autologues, les empêchant de ce fait de lyser la cellule cible. Ce mécanisme empêche la lyse 
de cellules autologues par les cellules NK. Cependant, dans un contexte allogénique, les 
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cellules NK ne pourront pas reconnaître les autres cellules via leur ligands KIR, à savoir 
qu’elles n’auront pas de signal inhibiteur, menant ainsi à leur alloréactivité (Grzywacz, Miller 
et al. 2008). Néanmoins, l’alloréactivité des cellules NK n’apparaît pas à être très efficace 
dans la LAL (Ruggeri, Capanni et al. 2002). De ce fait, plusieurs équipes ont développé un 
protocole d’expansion des cellules NK. Ce protocole d’expansion consiste à cultiver des 
cellules mononucléées de sang périphérique avec la lignée cellulaire leucémique K562 
irradiée. Cette lignée cellulaire K562 a été modifiée génétiquement afin d’exprimer le ligand 
4-1BB et l’IL-15 membranaire afin de stimuler la prolifération des cellules NK (Fujisaki, 
Kakuda et al. 2009). Ces cellules NK amplifiées in vitro ont été modifiées avec le CAR 
spécifique pour le récepteur CD19, et testées contre la LAL (Imai, Iwamoto et al. 2005; Li, 
Liu et al. 2010). Ces cellules NK modifiées peuvent tuer les cellules tumorales LAL 
résistantes aux cellules NK conventionnelles.    
 
 III.  2.e. Les cellules tueuses activées par lymphokines 
Une autre population cellulaire utilisée pour l’immunothérapie est des cellules effectrices 
induites par des cytokines. Les premières qui ont été développées au début des années 1980 
sont les cellules tueuses activées par lymphokines (lymphokine-activated killer = LAK). Les 
cellules LAK sont des lymphocytes effecteurs cytotoxiques dont l’activité cytolytique n’est 
pas restreinte par le CMH (Grimm, Mazumder et al. 1982). De plus, les cellules LAK ont la 
capacité de lyser des cellules tumorales de patients et des lignées tumorales résistantes à la 
lyse par les cellules NK conventionnelles. Les cellules LAK, générées à partir de leucocytes 
de sang périphérique, sont cultivées avec une forte concentration de l’IL-2 durant une période 
très courte d’environ cinq jours. À la fin de la culture, la population des cellules LAK est 
 
37 
hétérogène et composée de cellules NK (CD3-CD56+), de cellules CD3+CD56+, et de cellules 
T (CD3+CD56-). Il a été montré que les sous-populations cellulaires CD3+CD56+ et CD3-
CD56+ sont les cellules qui contribuent à l’activité cytolytique des cellules LAK (Phillips and 
Lanier 1986). Au cours des ans, il y a eu des modifications du protocole afin d’augmenter 
l’expansion des cellules LAK et leur activité cytotoxique. Ces modifications ont consisté à 
ajouter l’anticorps anti-CD3 (OKT3) au début de la culture pour mieux activer les cellules T, 
à prolonger la culture afin de favoriser une plus grande prolifération des cellules, et à ajouter 
diverses cytokines pour stimuler l’activité cytolytique des cellules (Ochoa, Gromo et al. 
1987). Ces changements ont résulté en une meilleure prolifération des cellules LAK. De plus, 
des essais in vivo du potentiel cytotoxique des cellules LAK ont été effectués dans des 
modèles animaux.  Il a été montré que l’injection des cellules LAK peut mener à la régression 
des tumeurs déjà établies dans les souris (Mazumder and Rosenberg 1984; Lafreniere and 
Rosenberg 1985). Aussi, il y a eu quelques essais cliniques qui ont été réalisés en utilisant les 
cellules LAK. Ces cellules ont montré une efficacité modeste contre des cancers 
métastatiques tels que le carcinome de cellules rénales et le mélanome (Rosenberg, Lotze et 
al. 1987).    
 
 
IV- Les cellules tueuses induites par des cytokines 
 
Les cellules tueuses induites par des cytokines (cytokine-induced killer = CIK) sont une 
population hétérogène utilisées pour l’immunothérapie chez les patients ayant différents types 
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de cancers hématopoïétiques et solides. Les cellules CIK seront décrites en détails dans la 
suite de cette quatrième partie, puisque c’est à partir de ces cellules que nous avons tenté de 
développer une nouvelle stratégie d’immunothérapie cellulaire contre la LAL.  
 
 IV. 1. Expansion et caractérisation des cellules tueuses induites par    
                    des cytokines 
Les cellules CIK sont une population hétérogène de lymphocytes T polyclonaux amplifiées ex 
vivo qui possèdent des propriétés phénotypique et fonctionnelle à la fois de cellules T et NK. 
Comme les cellules LAK, elles sont amplifiées à partir de cellules mononucléées de sang 
périphérique (Schmidt-Wolf, Negrin et al. 1991; Lu and Negrin 1994; Baker, Verneris et al. 
2001), et peuvent aussi être amplifiées à partir des cellules mononucléées de sang de cordon 
(Introna, Franceschetti et al. 2006) ou de moelle osseuse (Alvarnas, Linn et al. 2001). De plus, 
les cellules CIK peuvent être efficacement amplifiées à partir de sang de patients greffés, 
même durant un traitement d’immunosuppression (Sangiolo, Martinuzzi et al. 2008). Elles 
ont été générées pour la première fois par Schmidt-Wolf et al (Schmidt-Wolf, Negrin et al. 
1991) en 1991 qui les ont amplifiées à partir de cellules mononucléées de sang périphérique. 
À la différence des cellules LAK qui sont cultivées seulement avec OKT3 et IL-2, les cellules 
mononucléées sont mises en présence d’IFN-γ, d’OKT3 et d’IL-2. Dans cette étude, ils ont 
montré que l’ajout d’OKT3 avec l’IL-2 permet d’amplifier massivement les cellules 
mononucléées, comparativement à l’ajout d’IL-2 seule. De plus, le moment de l’ajout de 
l’IFN-γ vis-à-vis de l’IL-2 est un point critique pour l’activité lytique des cellules CIK. 
L’IFN-γ doit être ajouté 24 heures avant l’IL-2 pour que les cellules CIK puissent tuer 
efficacement les cellules cibles, puisqu’en même temps ou 24 heures après l’IL-2, il n’y a 
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quasi plus d’activité cytotoxique de ces cellules. Aussi, l’addition de l’IFN-γ au premier jour 
de la culture permet d’agir indirectement sur la cytotoxicité et la prolifération des cellules 
CIK en stimulant les monocytes dans la culture. En effet, l’IFN-γ induit une activation des 
monocytes qui en retour permettent à la fois un contact cellulaire avec les cellules T par la 
molécule d’adhésion, le LFA-3 (lymphocyte function-associated antigen-3 = LFA-3), et la 
production de l’IL-12 (Hayes, Wang et al. 1995; Ma, Chow et al. 1996; Lopez, Waller et al. 
2001). L’interaction par le LFA-3 et la production de l’IL-12 entraîne la différentiation des 
cellules CIK dans un phénotype Th1.  
Après trois semaines de culture, il y a une augmentation de plus de 1000 fois des cellules CIK 
(Schmidt-Wolf, Negrin et al. 1991; Lu and Negrin 1994; Baker, Verneris et al. 2001). La 
prolifération et différentiation des cellules CIK sont effectuées comme schématisé dans la 









































Figure 1.6 : Expansion et différentiation des cellules CIK.  
 
40 
Les cellules mononucléées provenant de sang de cordon ou de sang périphérique sont isolées 
à partir d’un gradient de Ficoll, puis mises en culture en présence d’IFN-γ à 1000 UI/mL 
(unité internationale = UI) à une concentration entre 0.8 et 1 million de cellules/mL. Après 24 
heures d’incubation, l’IL-2 à 300 UI/mL et l’OKT3 à 50 ng/mL sont ajoutés à la culture. 
Après cinq jours d’activation, les cellules sont récoltées, comptées et remises en culture en 
présence seulement d’IL-2. Le milieu des cellules est changé tous les trois à quatre jours en 
ajoutant à chaque fois l’IL-2. La culture dure entre vingt et un à vingt-huit jours. À la fin de 
l’expansion des cellules CIK, il y a un mélange de trois sous-populations cellulaires que l’on 
peut caractériser par le marqueur des cellules T, la molécule CD3, et par celui des cellules 
NK, la molécule CD56. Les trois sous-populations cellulaires sont les suivantes : CD3+CD56-, 
CD3+CD56+ et CD3-CD56+. Au cours de la culture, il y a une augmentation de la sous-
population cellulaire exprimant les 2 marqueurs, CD3 et CD56 (Introna, Franceschetti et al. 
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Figure 1.7 : Amplification et différentiation des cellules CIK. 
 
Il a été montré que les cellules CD3+CD56+ proviennent des cellules T (Lu and Negrin 1994). 
En effet, ce sont les cellules T CD3+ qui acquièrent le marqueur CD56, et non les cellules NK 
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CD56+ qui acquièrent le CD3. Par ailleurs, les cellules CIK possèdent une activité 
cytotoxique anti-tumorale de CMH non-restreint. Cette activité cytotoxique est associée avec 
la fraction CD56+ de la culture des cellules CIK (Lu and Negrin 1994; Sangiolo, Martinuzzi et 
al. 2008). La majorité des cellules CIK amplifiées exprime le marqueur CD8, mais il y a aussi 
une petite portion des cellules qui sont CD4+CD8-. Il y a aussi en très faible quantité des 
cellules doubles positives CD4+CD8+, et des cellules doubles négatives CD4-CD8-. Il a été 
montré que la sous-population cellulaire CD3+CD56+ présente un phénotype de cellules T 
effecteurs mémoires RA, dit cellules T EMRA (Franceschetti, Pievani et al. 2009). Elles 
expriment les marqueurs CD45RA, CD11a, CD27, mais pas les marqueurs CCR7, CD62L et 
CD28 (Franceschetti, Pievani et al. 2009; Linn, Lau et al. 2009). Il y a aussi d’autres 
marqueurs phénotypiques qui sont exprimés sur les cellules CIK, tels que HLA-DR, CD57, 
CD11b, et CD5. Par contre, elles n’expriment pas la molécule CD16 (récepteur des FcR), qui 
permet aux cellules NK d’effectuer le mécanisme de cytotoxicité cellulaire dépendant des 
anticorps (antibody-dependent cellular cytotoxicity = ADCC) (Ortaldo, Winkler-Pickett et al. 
1991; Schmidt-Wolf, Lefterova et al. 1994). De plus, la sous-population cellulaire 
CD3+CD56+ est différente des cellules NKT (natural killer T) classiques, puisqu’elle est 
indépendante de la molécule CD1 (Gutgemann, Frank et al. 2007) pour son expansion et 
présente un répertoire polyclonal du TCR (Franceschetti, Pievani et al. 2009).  
 
 IV.  2. Mécanisme d’action des cellules tueuses induites par des 
                      cytokines.  
Les cellules CIK possèdent une activité cytotoxique de CMH non-restreint contre différents 
types de cancers hématopoïétiques et solides.  
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Il a été montré tout d’abord que l’activité cytotoxique contre les différentes tumeurs est due 
principalement à la fraction CD56+ des cellules CIK, voir plus particulièrement à la sous-
population CD3+CD56+ (Lu and Negrin 1994; Sangiolo, Martinuzzi et al. 2008). De plus, ce 
n’est pas le haut pourcentage de cellules CD8+ qui possèdent l’activité cytotoxique, puisque la 
fraction cellulaire CD3+CD56-CD8+ a une très faible activité lytique contre les tumeurs 
(Sangiolo, Martinuzzi et al. 2008). Ensuite, le mécanisme d’action des cellules CIK a été 
caractérisé par différentes équipes. Il a été observé dans un premier temps en utilisant des 
anticorps bloquants que les cellules CIK, plus particulièrement les cellules de la fraction 
CD56+, n’utilisent pas les molécules CD3, CD4, CD8, CD56, TCRαβ, CD11b, VLA-4 et 
CMH de classe I et II pour tuer les cellules tumorales (Schmidt-Wolf, Lefterova et al. 1993). 
Par contre, ces cellules utilisent les molécules d’adhésion ICAM-1 (intracellular  cell 
adhesion molecule 1 = ICAM-1) et LFA-1 exprimées sur les cellules cibles et les cellules CIK 
respectivement. En effet, l’utilisation des anticorps inhibiteurs ICAM-1 et LFA-1 inhibent la 
lyse tumorale des cellules CIK (Schmidt-Wolf, Lefterova et al. 1993). Aussi, il a été montré 
que les cellules CIK ont la capacité de libérer les granules cytotoxiques (perforine et 
granzyme B) quand elles sont induites par un anticorps anti-CD3 ou par des cellules cibles 
(Mehta, Schmidt-Wolf et al. 1995). Les molécules perforine et granzyme B sont deux 
molécules situées dans les granules cytotoxiques. Elles sont sécrétées par les cellules 
effectrices T et NK. La perforine va s’introduire dans la membrane de la cellule cible et 
former des pores permettant ainsi aux différentes granzymes, dont la granzyme B, de rentrer 
dans la cellule cible et d’activer les caspases. Ces dernières, après activation, vont fragmenter 
l’ADN et entraîner la mort de la cellule (Trapani and Smyth 2002). Un traitement avec un 
analogue de l’AMP cyclique, le db-cAMP, (dibutyryl cyclic adenosine monophosphate), 
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lequel empêche LFA-1 d’avoir une forte affinité pour ICAM-1, inhibe la libération des 
granules cytotoxiques déclenchée par l’anticorps anti-CD3 ou les cellules cibles (Mehta, 
Schmidt-Wolf et al. 1995). Lors de l’activation des cellules T par le TCR, ce dernier entraîne 
la conversion de LFA-1 d’une affinité faible à une forte affinité à ICAM-1. Ce processus 
implique la transmission de signaux intracellulaire du TCR à LFA-1, et qui sont inhibés par 
l’ajout du db-cAMP (Dustin and Springer 1989). De plus dans cet article, les agents 
immunosuppresseurs utilisés chez les patients comme la cyclosporine et FK506 empêchent la 
libération de perforine et granzyme B lorsque les cellules CIK sont stimulées par l’anticorps 
anti-CD3, mais pas par les cellules cibles. Ceci permet de supposer qu’il y a probablement 
d’autres récepteurs qui peuvent permettre la libération des granules cytotoxiques par les 
cellules CIK. En effet, Verneris et al (Verneris, Karami et al. 2004) ont montré que la 
molécule NKG2D intervient dans l’activité cytotoxique des cellules CIK. La molécule 
NKG2D est un récepteur exprimé sur les cellules T CD8 de même que sur les cellules NK. Ce 
récepteur NKG2D reconnaît des ligands qui sont exprimés lors de stress cellulaire, d’infection 
des cellules, ou de transformation cellulaire. Ces ligands sont MICA, MICB, et les membres 
de la famille ULBP (UL16 binding proteins), et ils sont souvent retrouvés à la surface des 
cellules tumorales. Lors des essais de l’activité cytotoxique des cellules CIK, la présence 
d’anticorps inhibiteurs contre le récepteur NKG2D (natural killer group 2, member D) ou les 
ligands de NKG2D entraîne une forte inhibition de la lyse des cellules tumorales (Verneris, 
Karami et al. 2004). Ceci est même démontré lorsque les cellules CIK sont transduites par un 
siRNA-NKG2D (small interfering ribonucleic acid = siRNA), qui permet d’éliminer 
l’expression d’une molécule dans la cellule, ou par le test de cytotoxicité redirigé à travers le 
récepteur NKG2D au lieu de l’engagement du TCR (Verneris, Karami et al. 2004). En plus du 
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récepteur NKG2D, il peut y avoir l’implication d’autres molécules comme NKp30 et DNAM-
1 (DNAX accessory molecule-1 = DNAM-1) (Pievani, Borleri et al. 2011), et aussi de la 
molécule TRAIL (Kuci, Rettinger et al. 2010). Les molécules NKp30 et DNAM-1 (DNAX 
accessory molecule 1) sont essentiellement exprimées sur les cellules NK et permettent de les 
activer lorsque des cellules cibles expriment les ligands. Leur activation entraîne la libération 
des granules cytotoxiques. Pour la molécule TRAIL, elle est exprimée sur les cellules NK et 
les cellules T, et va déclencher l’apoptose sur les cellules cibles qui expriment les récepteurs 
de TRAIL (DR4 et DR5).  
 
 IV.  3. Activité cytotoxique des cellules tueuses induites par des  
                      cytokines in vitro et in vivo 
De multiples études ont été effectuées avec les cellules CIK afin de montrer leur potentiel 
cytotoxique contre un nombre varié de cellules cancéreuses hématopoïétiques et solides, aussi 
bien in vitro qu’in vivo dans des modèles murins (Schmidt-Wolf, Negrin et al. 1991; Kim, 
Lim et al. 2007; Kim, Lim et al. 2007; Wang, Yu et al. 2008; Wongkajornsilp, Somchitprasert 
et al. 2009; Kuci, Rettinger et al. 2010; Wang, Dai et al. 2011). Les cellules CIK sont 
capables de tuer des lignées de lymphome B humaines in vivo sans tuer les cellules 
précurseurs hématopoïétiques humaines (Schmidt-Wolf, Negrin et al. 1991). Ceci a résulté en 
l’augmentation de la survie des souris dont la majorité d’entre-elles ne montrent aucun signe 
de croissance tumorale après plus de 100 jours post-injection. Une autre étude a aussi 
démontré l’efficacité anti-tumorale des cellules CIK in vivo contre une lignée de lymphome 
B, tandis que les cellules LAK n’ont quasiment aucune efficacité contre cette lignée tumorale 
(Lu and Negrin 1994). La plupart des études effectuées avec les cellules CIK ont été réalisées 
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de façon allogénique, c’est-à-dire que les cellules CIK et les cellules tumorales ne proviennent 
pas de la même source. De ce fait, d’autres études ont été effectuées pour montrer que les 
cellules CIK sont capable d’avoir une activité cytotoxique contre des blastes LMC autologues 
aussi bien in vitro qu’in vivo dans les souris SCID (Hoyle, Bangs et al. 1998; Alvarnas, Linn 
et al. 2001). De plus, les cellules CIK sont sécuritaires contre les cellules autologues de MO, 
malgré un certain degré de cytotoxicité contre des cellules allogéniques de MO, toutefois très 
faible comparé à la cytotoxicité contre les cellules tumorales (Verneris, Ito et al. 2001). Dans 
cette étude, les auteurs ont observé aussi que l’activité cytotoxique des cellules CIK est 
indépendante de la voie FasL, puisque les cellules CIK provenant d’une lignée de souris 
déficiente en FasL peuvent toujours éliminer les cellules tumorales in vivo. Par contre, celles 
provenant de la souche de souris déficiente en perforine n’ont plus d’activité cytotoxique 
contre les cellules tumorales (Verneris, Ito et al. 2001). Enfin plus récemment, il a été montré 
que les cellules CIK injectées dans les souris migrent au site tumoral (Nishimura, Baker et al. 
2008). En effet, grâce à la technique de bioluminescence qui permet de suivre les cellules 
injectées dans un animal, la migration des cellules CIK a pu être observée in vivo et il a été 
montré que celles-ci se localisent au niveau du site tumoral. De plus, au cours du temps après 
l’injection des cellules CIK, il y a une régression de la tumeur dans la souris (Nishimura, 
Baker et al. 2008).  
 
 IV.  4. Effet de la maladie du greffon contre l’hôte des cellules tueuses  
                      induites par des cytokines 
Un des avantages des cellules CIK pour leur utilisation en immunothérapie est que ces 
cellules ne déclenchent pas ou pratiquement pas de GVHD. En effet, une étude qui a étudié in 
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vitro l’alloréactivité des cellules CIK (Sangiolo, Martinuzzi et al. 2008), a montré que les 
cellules CIK peuvent tuer efficacement les cellules tumorales, mais n’ont aucun effet sur des 
fibroblastes humains et des PBMC ayant un HLA différent. De plus, un test de réaction 
lymphocytaire (mixed lymphocyte reaction = MLR) a été effectué dans cette même étude. Ce 
test consiste à mettre les cellules CIK avec des PBMC de HLA différent, et de voir si elles 
peuvent reconnaître ces PBMC, ce qui par conséquent entraînera leur prolifération. Les 
cellules CIK comprenant les trois sous-populations cellulaires, prolifèrent face à des PBMC 
allogéniques (Sangiolo, Martinuzzi et al. 2008). Il a été déterminé que c’est la fraction 
cellulaire CD56- (les cellules T CD3+CD56-) qui prolifèrent et réagissent contre les PBMC 
allogéniques, et non la fraction cellulaire CD56+ (les cellules CD3+CD56+ et CD3-CD56+) qui 
ne prolifèrent aucunement. De ce fait, ceci montre que c’est bien la fraction cellulaire CD56- 
des cellules CIK qui est alloréactive face à des cellules normales, mais pas la fraction 
cellulaire CD56+ (Sangiolo, Martinuzzi et al. 2008). Ce résultat est intéressant, puisqu’il a été 
démontré que la fraction cytotoxique est la fraction cellulaire CD56+ de la culture des cellules 
CIK (Lu and Negrin 1994; Sangiolo, Martinuzzi et al. 2008). Aussi, l’alloréactivité des 
cellules CIK a été étudié in vivo (Baker, Verneris et al. 2001). Il a été montré que lors de 
l’amplification des cellules CIK, il y a une production de cytokines de type Th1 avec de 
grandes quantités d’IFN-γ et de TNF-α.  
L’IFN-γ a des effets immunosuppressifs, et des études montrent que l’administration exogène 
de cette cytokine peut empêcher la GVHD lors de transplantation de MO chez la souris (Brok, 
Vossen et al.1998). Cependant, des études ont analysé le rôle de la production de l’IFN-γ dans 
l’induction de la GVHD et ont montré que son rôle est complexe et dépend du moment de son 
administration et de la quantité injectée (Szebeni, Wang et al. 1994; Brok, Vossen et al. 
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1997). En effet, quand l’IFN-γ est injecté tardivement, il y a une GVHD intense, tandis que 
lorsqu’il est injecté précocement, il y a un effet protecteur contre la GVHD (Brok, Vossen et 
al. 1998; Yang, Dey et al. 1998). Il a aussi été montré que l’IFN-γ peut inhiber l’induction de 
la GVHD induite par les cellules T CD4 du donneur (Welniak, Blazar et al. 2000). 
Similairement, l’IFN-γ inhibe aussi la GVHD induite par les cellules T CD8 du donneur 
(Yang, Qi et al. 2002; Asavaroengchai, Bronson et al. 2003). En complément, des études 
montrent que la protection de la GVHD peut être médiée par un traitement d’IL-12 (Sykes, 
Szot et al. 1995; Yang, Sergio et al. 1997) ou d’IL-18 (Reddy, Teshima et al. 2001; Reddy, 
Teshima et al. 2002). Ces deux cytokines sont des inducteurs favorisant la production d’IFN-
γ. Ces études sur l’inhibition de la GVHD par l’IL-12 et l’IL-18 révèlent que l’IFN-γ peut 
diminuer les réponses de GVH en favorisant l’apoptose par Fas des cellules T activées du 
donneur (Reddy, Teshima et al. 2002; Dey, Yang et al. 1998). Ceci est supporté par 
l’observation que l’IFN-γ est nécessaire pour la réduction de cellules T activées du donneur 
induites par l’IL-12 (Yang, Dey et al. 1998). De plus, une étude fournit une preuve directe 
démontrant le rôle de l’IFN-γ en stimulant l’apoptose des cellules T du donneur.  Dans cette 
étude, l’apoptose des cellules T du donneur est significativement inhibée dans des receveurs 
transplantés par un donneur déficient en IFN-γ comparé à ceux recevant un donneur non 
déficient en IFN-γ (Asavaroengchai, Bronson et al. 2003). Aussi, l’IFN-γ peut intervenir dans 
la prolifération des cellules T du donneur en empêchant la baisse de l’expression de p27Kip1 
induite par les facteurs de croissance (Takami, Takuwa et al. 2002). En effet, p27Kip1 joue un 
rôle critique en contrôlant la prolifération des cellules T, et l’absence d’expression de p27Kip1 
résulte dans une augmentation du nombre de cellules T (Kiyokawa, Kinema et al 1996; 
Nakayama, Ishida et al. 1996). Une autre étude montre aussi que le blockage de PD-1 
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(molécule impliquée dans l’anergie des cellules) inhibe la prolifération des cellules T CD4 par 
un mécanisme dépendant de l’IFN-γ (Yamazaki, Akiba et al 2005). Il est important de noter 
que l’ensemble des études a été réalisé dans la souris, et que ceci peut être différent chez 
l’Homme.  
Ainsi la production de l’IFN-γ par les cellules CIK permet de comprendre l’importance de 
cette cytokine et pourquoi les cellules CIK n’induisent pas ou peu d’effet GVH. En effet, 
l’injection de cellules CIK dans un modèle de souris n’induit presque pas de GVHD comparé 
à l’injection de splénocytes (Baker, Verneris et al. 2001). Cette réduction de GVHD des 
cellules CIK est liée à la production d’IFN-γ, puisque les cellules CIK amplifiées à partir de 
cellules de souris déficientes en IFN-γ provoquent une GVHD (Baker, Verneris et al. 2001). 
Par ailleurs, l’effet GVHD des cellules CIK a été observé en utilisant la technique de 
bioluminescence afin de visualiser la migration des cellules CIK lorsqu’elles sont injectées 
dans un modèle de souris (Nishimura, Baker et al. 2008). Dans cette étude, les auteurs ont 
montré que les cellules CIK migrent aux mêmes sites que les cellules T provoquant une 
GVHD, mais avec une infiltration de ces sites plus faible et de façon transitoire. De plus, il a 
été observé que les cellules CIK se multiplient plus faiblement, ont une susceptibilité plus 
importante à l’apoptose, et ont une réduction des molécules de migration permettant l’entrée 








 IV.  5. Amélioration de l’amplification et de l’activité cytotoxique des  
                      cellules tueuses induites par des cytokines 
De nombreuses études ont été effectuées afin d’améliorer l’amplification et/ou l’activité 
cytolytique des cellules CIK. Parmi ces différentes études, il y a celles qui testent d’autres 
cytokines que l’IL-2 pour amplifier les cellules CIK, celles qui utilisent des anticorps 
monoclonaux ou bispécifiques pour améliorer l’activité cytotoxique, et celles qui cultivent les 
cellules CIK avec les DC.  
 Il a été observé que les cellules CIK peuvent être cultivées avec l’IL-7, et que leur 
prolifération est comparable voir plus importante par rapport à l’IL-2  (Zoll, Lefterova et al. 
1998). De plus, lorsque les cellules CIK sont transduites avec le gène de l’IL-7, permettant 
aux cellules de produire de façon constitutive cette cytokine, il y a une augmentation du taux 
de prolifération des cellules CIK et une amélioration de leur activité cytolytique (Finke, 
Trojaneck et al. 1998). L’IL-2 a aussi été remplacé par l’IL-15 afin de visualiser s’il y a une 
amélioration de la prolifération et/ou de l’activité cytotoxique. Il est connu que l’IL-15 joue 
un rôle majeur dans la survie des cellules NK, les cellules NKT et les cellules T CD8 
mémoires, et elle intervient aussi dans la différentiation et l’activation des cellules NK (Ku, 
Murakami et al. 2000). Il a été montré que l’expansion des cellules CIK par l’IL-15 peut 
augmenter l’activité cytotoxique contre différentes cellules tumorales (Rettinger, Kuci et al. 
2012; Rettinger, Meyer et al. 2012). Une autre étude a montré que la culture des cellules CIK 
peut être effectuée en utilisant la thymoglobuline au lieu de l’OKT3 (Bonanno, Iudicone et al. 
2010). La thymoglobuline est une préparation de gammaglobulines polyclonales qui sont 
spécifiques contre les thymocytes. L’utilisation de la thymoglobuline à des concentrations 
intermédiaires ou élevées permet une amélioration de la prolifération des cellules CIK 
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comparé à l’OKT3 (Bonanno, Iudicone et al. 2010). Un autre groupe a analysé l’action de 
l’IL-6 sur la différentiation des cellules CIK (Lin, Wang et al. 2012). Cette cytokine est 
ajoutée en même temps que l’IFN-γ, au premier jour de culture des cellules CIK. Il a été 
observé que l’IL-6 peut augmenter la prolifération et l’activité cytotoxique des cellules CIK, 
due probablement à la diminution des cellules T régulatrices dans la culture (Lin, Wang et al. 
2012). Une autre équipe a ajouté l’anticorps anti-CD137 dans la culture des CIK en même 
temps qu’est ajouté l’IL-2 (Zhu, Ju et al. 2009). L’anticorps anti-CD137 reconnait le récepteur 
CD137. Ce récepteur est retrouvé sur les cellules NK, les cellules T et les DC (Kwon, Tan et 
al. 1997; Wilcox, Chapoval et al. 2002). L’interaction du CD137 avec son ligand entraîne un 
signal de co-stimulation qui résulte en la prolifération des cellules T et des cellules NK. 
L’ajout de l’anticorps anti-CD137 dans la culture des CIK a permis d’améliorer l’activité 
cytotoxique de la sous-population cellulaire CD3+CD56+ (Zhu, Ju et al. 2009).  
D’autres études ont été réalisées en utilisant des anticorps monoclonaux comme l’anticorps 
anti-CD20 (Pievani, Belussi et al. 2011), ou des anticorps bispécifiques qui reconnaissent les 
cellules CIK et la cellule cible (Lefterova, Marten et al. 2000; Kornacker, Verneris et al. 
2006; Tita-Nwa, Moldenhauer et al. 2007). Il a été montré que la combinaison des cellules 
CIK avec l’anticorps anti-CD20 (rituximab) peut augmenter la lyse des cellules de lymphome 
B (Pievani, Belussi et al. 2011). Dans cette étude, il a été démontré que c’est la sous-
population cellulaire CD3-CD56+ qui tuent plus efficacement les cellules tumorales du fait de 
leur expression du récepteur CD16. Ce récepteur reconnaît les fragments constants (Fc) des 
anticorps, donc dans ce cas-ci l’anticorps anti-CD20 qui est fixé sur les cellules de lymphome 
B. Pour les études avec les anticorps bispécifiques, des études ont été faites sur l’anticorps 
bispécifique qui reconnaît les récepteurs CD3 et CD19 (Lefterova, Marten et al. 2000) et 
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l’anticorps bispécifique qui reconnaît les récepteurs CD5 et CD19 (Tita-Nwa, Moldenhauer et 
al. 2007). Pour le premier (anti-CD3 et CD19), la partie anti-CD3 se fixe sur les cellules CIK 
qui sont CD3+, et la partie anti-CD19 reconnaît les cellules cibles exprimant ce récepteur 
comme les cellules leucémiques. Pour le second (anti-CD5 et CD19), la partie anti-CD5 
reconnaît les sous-populations cellulaires CD3+CD56- et CD3+CD56+. Ces deux types 
d’anticorps permettent aux cellules CIK de lyser plus efficacement les cellules tumorales 
exprimant le récepteur CD19, dont les cellules leucémiques et les lymphomes B.  
Enfin, pour améliorer l’activité cytotoxique des cellules CIK, plusieurs études ont été 
effectuées en utilisant les DC (Marten, Ziske et al. 2001; Ziske, Marten et al. 2001). Les DC 
chargées avec des antigènes tumoraux ont été cultivées avec les cellules CIK afin d’améliorer 
la reconnaissance des cellules tumorales et leur destruction. Une étude a montré la faisabilité 
de cette approche dans le cancer multiple de myélome (MM) où les DC sont chargées avec 
des idiotypes dérivés de MM avant de les mettre avec les cellules CIK (Marten, Renoth et al. 
2001). Aussi, les cellules tumorales de carcinome pancréatique, résistantes aux cellules CIK, 
sont devenues sensibles aux cellules CIK lorsque ces dernières sont cultivées avec des DC 
chargées par l’ARN (acide ribonucléique) tumorale et le peptide CA19-9 (Ziske, Marten et al. 
2001).   
 
 IV.  6. Essais cliniques des cellules tueuses induites par des cytokines 
Les cellules CIK peuvent être générées facilement à partir de donneurs sains, de même que de 
patients avec des types de cancer différents et traitées par chimiothérapie (Alvarnas, Linn et 
al. 2001). De plus, il est très facile d’amplifier les cellules CIK à partir de sang de cordon ou 
de restant d’unité de sang de cordon qui a été injectée au patient (Introna, Franceschetti et al. 
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2006). Plusieurs essais cliniques de phase I et II destinés à tester la toxicité et l’efficacité des 
cellules CIK ont été rapportés. Ces essais cliniques ont été réalisés sur de petits nombres de 
patients avec des cancers différents aussi bien hématologiques que solides. Un site 
d’information sur le réseau internet a été créé afin de rassembler les différents essais cliniques 
qui ont été effectués avec les cellules CIK (www.cik-info.org).! !L’ensemble de ces études est 
rapporté dans le tableau 1.1.!!
Tumor entity Reference 
Total number of patients 
treated with CIK cells 
Acute leukemia (AML / ALL) 
Introna et al. 
Jiang H et al. 
20 
Acute myelogenous leukemia (AML) Introna et al. 4 
Breast cancer Chen et al. 5 
Chronic myelomonocytic leukemia 
(CML) 
Introna et al. 1 
Colorectal carcinoma Schmidt-Wolf et al. 7 
Esophageal squamous carcinoma Chen et al. 11 
Gastric cancer 
Jiang J et al. 
Chen et al. 
Jiang  JT et al. 
146 
Hodgkin lymphoma (HL) 
Leemhuis et al. 
Introna et al. 
Huang et al. 
13 
Lung cancer 
Chen et al. 
Zhao et al. 
46 
Multiple Myeloma Lin et al. 1 
 
53 
Myelodysplasia Introna et al. 2 
Non-Hodgkin lymphoma (NHL) 
Schmidt-Wolf et al. 
Leemhuis et al. 
Huang et al. 
23 
Primary hepatocellular carcinoma 
(HCC) 
Chen et al. ; Hui et al. 
Shi et al. ; Weng et al. 
Zhang et al. ; Zhou et al. 
250 
Renal cell carcinoma (RCC) 
Schmidt-Wolf et al. 
Lei et al. 
Wang et al. 
29 
Rhabdomyosarcoma Chen et al. 2 
Other tumors Chen et al. 12 
Total number of patients  672 
Tableau 1.1 : Essais cliniques utilisant les cellules CIK selon le type de cancer et avec le nombre de patients  
                     inclus 
La première étude clinique avec les cellules CIK a été réalisée en 1999 par Schmidt-Wolf et 
al. Dans cette étude, les auteurs ont utilisé des cellules CIK autologues transfectées avec le 
gène de l’IL-2. Ces cellules ont été infusées dans dix patients ayant soient un carcinome rénal 
métastatique, un cancer colorectal ou un lymphome (Schmidt-Wolf, Finke et al. 1999). Il n’y 
a pas eu d’effet majeur de toxicité des cellules CIK, excepté pour trois patients qui ont 
développé de la fièvre, mais seulement de façon transitoire. Concernant les résultats cliniques 
de cette étude, sur les dix patients, six sont demeurés en maladie progressive, trois n’ont 
montré aucun changement, et un a développé une réponse complète. Pour ce dernier patient, 
aucune précision n’est spécifiée sur la durée de la réponse compléte. Une étude clinique de 
phase I a aussi été réalisée chez des patients en rechute ayant eu une TCSH (Introna, Borleri 
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et al. 2007). Dans cet essai, onze patients rechutant de leur cancer hématopoïétique ont reçu 
une infusion de cellules CIK de donneurs allogéniques. L’étude a montré la faisabilité et la 
faible toxicité de l’injection des cellules CIK. Parmi les onze patients, six ont eu une 
progression de la maladie et sont décédés par la suite, un a été en maladie stable, un a eu une 
amélioration de la maladie et trois autres ont développé une réponse complète. Parmi les 
patients qui ont développé une réponse, la survie a été prolongée plus de huit cent jours. Une 
autre étude a été effectuée chez douze patients avec des lymphomes réfractaires et des 
tumeurs solides métastatiques (Olioso, Giancola et al. 2009). Ces patients ont été infusés avec 
des cellules CIK autologues c’est-à-dire amplifiées à partir de leur propre sang périphérique. 
Après l’infusion des cellules CIK, ils ont observé chez les patients une augmentation du 
nombre de lymphocytes, CD3+, CD8+ et CD3+CD56+. Il n’a eu aucun effet toxique des 
cellules CIK à part de la fièvre chez deux patients. De plus, sur les douze patients traités avec 
les cellules CIK, trois ont eu une réponse complète et deux sont demeurés en maladie stable, 
avec une moyenne de taux de survie de trente-trois mois. Un essai clinique a été réalisé en 
utilisant des cellules CIK différentiées à partir de restant d’unité de sang de cordon (Introna, 
Pievani et al. 2010). Dans cette étude, cinq patients transplantés avec des CSH de sang de 
cordon et rechutant de la leucémie (LAL ou LAM) ont été infusés avec des cellules CIK de 
sang de cordon. Cet essai a montré la faisabilité et l’absence de toxicité de l’utilisation des 
cellules CIK chez des patients après transplantation. Parmi les cinq patients, un a eu une 
réponse partielle tout en développant une GVHD. Dans deux autres études cliniques, 
l’immunothérapie de cellules CIK allogéniques a été montré à être applicable et non toxique 
chez des patients ayant eu une TCSH allogénique (Laport, Sheehan et al. 2011; Linn, Niam et 
al. 2012). Ils ont montré que les cellules CIK allogéniques injectées chez ces patients 
 
55 
rechutant de leur cancer hématologique sont très peu toxiques. Sur les trente quatre patients, 
cinq ont développé une GVHD aiguë et un a eu une GVHD chronique. Le taux de survie chez 
les patients ayant des réponses est en moyenne de plus de deux ans pour ces deux études 
cliniques. Des essais cliniques ont aussi été effectués chez des patients avec des tumeurs 
solides, comme par exemple le cancer gastrique, le cancer rénal et le mélanome (Shi, Zhou et 
al. 2012; Zhang, Zhu et al. 2012). L’injection des cellules CIK est sécuritaire et permet une 
amélioration des signes cliniques chez les patients traités. D’autres essais cliniques ont utilisé 
les cellules CIK en combinaison avec une chimiothérapie chez des patients ayant soit un 
carcinome du nasopharynx ou diverses tumeurs solides (Niu, Wang et al. 2011; Li, Gu et al. 
2012). Ils ont montré que la combinaison des cellules CIK avec la chimiothérapie augmente la 
survie des patients de plusieurs mois (inférieur à un an) comparativement aux patients traités 
avec la chimiothérapie seule. Une autre étude clinique a testé la combinaison des cellules CIK 
avec une chimiothérapie chez des patients ayant un cancer du poumon (Yang, Ren et al. 
2013). À la différence des autres études, ils ont utilisé des cellules CIK activées par des DC 
chargées avec des lysats tumoraux. Ils ont observé une amélioration des signes cliniques chez 
les patients traités avec cette combinaison. Pour finir, un essai clinique a été réalisé en 
infusant en même temps des cellules CIK et des DC chargées avec un peptide spécifique en 
synergie avec une chimiothérapie chez des patients atteints d’un cancer du poumon (Zhong, 
Teng et al. 2011). L’étude a montré que ce type de traitement peut diminuer les effets 
indésirables de la chimiothérapie conventionnelle et aussi augmente la survie des patients de 
seulement quelques mois (six mois maximum).  
En résumé, les divers essais cliniques utilisant les cellules CIK comme immunothérapie 
montrent la faisabilité de cette approche aussi bien sur des tumeurs hématopoïétiques que 
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solides. L’injection de ces cellules entraîne peu d’effet de toxicité, surtout au niveau de la 
GVHD où il n’y en a pas dans la plupard des patients. La source des cellules CIK peut être 
aussi bien autologue ou allogénique, avec plusieurs cycles d’injection (trois au minimum) 
atteignant au total le milliard de cellules injectées. Au cours du traitement, une augmentation 
des cellules dans le sang a été observée, en particulier les cellules CD8+ et les cellules 
CD3+CD56+. Quant à l’efficacité des cellules CIK à éliminer les cellules tumorales, les 
réponses sont très variables allant à des non-réponses à des réponses complètes. Aussi, la 
durée des réponses cliniques varie d’un patient à un autre, et d’une étude à une autre, pouvant 
aller d’une augmentation de survie de quelques mois à plusieurs années. 
 
 IV.  7. Les cellules tueuses induites par des cytokines dans le cadre de  
                      la leucémie aiguë lymphoblastique  
 Quelques études ont été réalisées dans le but d’analyser l’activité cytotoxique des cellules 
CIK contre la LAL. En 2002, il y a eu une première étude (Linn, Lau et al. 2002) dans 
laquelle les auteurs ont amplifié les cellules CIK à partir de sang de patients atteints de LAL 
et de LAM et ont testé leur efficacité cytolytique contre des blastes autologues et 
allogéniques. Ils ont montré que les cellules CIK issues de patients avec une LAM ou LAL 
peuvent tuer efficacement les blastes LAM de façon autologues et allogéniques. Par contre 
elles tuent très faiblement les blastes LAL que ces derniers soient autologues ou allogéniques. 
C’est la première étude qui montre un échec de l’activité cytotoxique des cellules CIK sur des 
cellules tumorales. Par la suite, quelques équipes ont essayé d’améliorer l’activité des cellules 
CIK contre les cellules LAL (Marin, Dander et al. 2006; Marin, Kakuda et al. 2007; Laurin, 
Marin et al. 2010; Rettinger, Kuci et al. 2012). Il y a eu l’introduction du CAR-CD19 dans les 
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cellules CIK (Marin, Dander et al. 2006; Marin, Kakuda et al. 2007; Laurin, Marin et al. 
2010). Ils ont observé une augmentation de l’activité cytotoxique des cellules CIK vis-à-vis 
des lignées cellulaires pré-B LAL et de blastes pré-B LAL de patients. De plus, l’activité 
cytotoxique des cellules CIK est spécifique contre seulement les cellules cibles exprimant le 
récepteur CD19, et cette activité fait intervenir la voie de perforine et granzyme B par la 
dégranulation. Une autre équipe a modifié le protocole d’amplification des cellules CIK en 
utilisant l’IL-15 au lieu de l’IL-2 (Rettinger, Kuci et al. 2012). Ils ont observé une 
augmentation de l’activité cytotoxique des cellules CIK contre des lignées leucémiques aussi 
bien LAM, lymphome B que LAL. Ils ont montré aussi que le récepteur NKG2D est impliqué 
dans la reconnaissance des cellules cibles, et que c’est principalement la fraction CD56+ qui 
intervient dans l’activité cytotoxique comme déjà décrit précédemment. De plus, la même 
équipe a démontré in vivo dans un modèle de souris immunodéficiente (NOD/SCID/γc-) que 
les cellules CIK amplifiées avec l’IL-15 au lieu de l’IL-2 ont un potentiel d’activité 
cytotoxique contre la LAM et le rhabdomyosarcome, sans induire de GVHD (Rettinger, 
Meyer et al. 2012).  
 
 
V-  Objectifs 
   
 1) Améliorer l’activité des cellules CIK vis-à-vis des cellules pré-B LAL afin de 




 2) Déterminer le mécanisme d’action des cellules CIK de sang de cordon et de sang 
périphérique contre les cellules pré-B LAL. 
 






 1) L’utilisation de la fraction CD56+ des cellules CIK et la stimulation par l’interféron 
alpha (IFN-α) augmenteraient l’activité cytotoxique  des cellules CIK contre les cellules pré-
B LAL in vitro et in vivo. 
 
 2) Les cellules CIK de sang de cordon et de sang périphérique n’utiliseraient pas 
toujours majoritairement la voie NKG2D pour lyser les cellules pré-B LAL. Des mécanismes 
d’action différents pourraient intervenir, selon la source de provenance des CIK. 
 
 3) Les cellules CIK pourraient être sensibles à l’apoptose par la voie Fas. Cette 


































Introduction du deuxième chapitre 
Puisque l’utilisation du sang de cordon est de plus en plus utilisée dans les TCSH chez les 
patients pédiatriques en raison de leur faible risque de GVHD par rapport à l’utilisation du 
sang périphérique (Dalle, Duval et al. 2004), nous avons choisi cette source afin de 
développer une nouvelle approche d’immunothérapie contre la pré-B LAL. De plus, les 
cellules CIK peuvent être facilement différenciées in vitro à partir de cellules mononucléées 
du sang de cordon (Introna, Franceschetti et al. 2006). Par ailleurs, étant donné la faible 
cytotoxicité des cellules CIK contre les cellules pré-B LAL, nous avons voulu combiner 
l’immunothérapie par les cellules CIK avec le traitement d’une cytokine. Nous avons donc 
testé  si l’activité cytotoxique des cellules CIK peut être augmentée par une cytokine comme 
déjà observé par d’autres auteurs (Zhu, Ju et al. 2009; Lin, Wang et al. 2012). De ce fait, les 
cellules CIK ont été traitées avec l’IFN alpha (IFN-α) à la fin de la période d’expansion 
cellulaire. Nous utilisons cette cytokine car il a été démontré qu’elle est impliquée dans 
l’activation et la fonction à la fois des cellules NK (Swann, Hayakawa et al. 2007) et des 
cellules T (Lehtonen, Lund et al. 2003). Enfin, sachant que l’activité cytotoxique est assurée 
par la fraction CD56+ des cellules CIK (Schmidt-Wolf, Lefterova et al. 1993; Sangiolo, 
Martinuzzi et al. 2008), la fraction CD56- est éliminée avant de tester l’activité lytique contre 
les cellules pré-B LAL. Nous avons effectué diverses expériences in vitro et in vivo dans un 
modèle murin xénogénique. Ce modèle est élaboré en utilisant les souris NSG, hautement 
immunodéficiente en raison de l’absence de cellules T, B et NK. Pour la totalité de ces 
expériences, nous avons toujours utilisé la fraction CD56+ des cellules CIK en combinaison 
avec le traitement à l’IFN- α. Ce chapitre nous permettra donc de déterminer si une 
immunothérapie avec les cellules CIK combinée au traitement avec l’IFN-α est efficace. 
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Human interferon-alpha increases the cytotoxic effect of CD56+ cord blood-
derived cytokine-induced killer cells on human B-acute lymphoblastic 
leukemia cell lines 
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Background aims: Cytokine-induced killer (CIK) cells may represent a promising 
immunotherapy for the treatment of children with relapsing B-lineage acute lymphoblastic 
leukemia (B-ALL) following hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). Therefore, we 
investigated the possibility of combining adoptive immunotherapy with CIK cells and human 
interferon-alpha (hIFN-α), in order to potentiate the cytotoxicity of CIK cells against B-ALL. 
Methods: Cord blood-derived CIK (CB-CIK) cells were differentiated, stimulated with 
phosphate-buffered saline (PBS) or hIFN-α, and tested for cytotoxic activity. We tested the 
anti-leukemic and the graft-versus-host disease (GvHD) effects of CB-CIK cells in a human 
xenograft NOD/SCID/γc- (NSG) mouse model. 
Results: Bulk CB-CIK cells showed very moderate cytotoxic activity while the subpopulation 
of CD56+ CB-CIK cells showed significant cytotoxic activity against B-ALL cells. hIFN-α 
significantly augmented the cytotoxicity of CD56+ CB-CIK cells in vitro and induced signal 
transducer and activator of transcription-1 (STAT1) phosphorylation. In addition, CD56+ CB-
CIK cells could significantly delay mouse mortality in vivo, and this effect was enhanced 
significantly by hIFN-α, (p=0.022). Furthermore, unlike CB mononuclear cells or peripheral 
blood mononuclear cells (PBMC), CD56+ CB-CIK cells, alone or stimulated with hIFN-α, 
caused either no GvHD or mild GvHD, respectively, when injected into sublethally irradiated 
NSG mice. 
Conclusions: CD56+ CB-CIK cells are effective cytotoxic agents against human B-ALL cell 
lines in vitro and possess anti-leukemic activity that is potentiated by hIFN-α in an NSG 
mouse model in vivo. These pre-clinical data support the testing of this immunotherapeutic 




 Precursor B-cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) is the most common form of 
leukemia in children (1). While chemotherapy has been used successfully to cure the majority 
of affected patients (2), hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is the only treatment 
option for relapsing children (3). More and more, unrelated cord blood (CB) transplants are 
being used to treat children with B-ALL (4). The advantages of using CB, compared to other 
cell sources, include its immediate availability, the use of non- human leukocyte antigen 
(HLA)-matched human CB and a decreased risk of graft-versus-host disease (GvHD) (5). 
Patients relapsing after HSCT are often refractory to therapy, which usually leads to death 
within months. In these cases, the development of an optimized immunotherapeutic strategy 
would be of great clinical benefit. The most commonly used immunotherapy following 
allogeneic transplantation is donor lymphocyte infusion (DLI) (6). Although DLI can be used 
to prevent leukemic relapse, this therapy is associated with a high risk of GvHD (7), is not 
effective in relapsing B-ALL patients (8, 9), and is not available after CB transplantation. 
These limitations prompted many researchers to investigate the use of cytokine-induced killer 
(CIK) cells as a potential immunotherapy in order to achieve an anti-leukemic effect without 
triggering GvHD.  
CIK cells have been described and characterized by Schmidt-Wolf et al (10, 11) as a 
heterogeneous population of ex vivo-expanded polyclonal T lymphocytes, which share a 
natural killer (NK) phenotype and properties. They can be generated in vitro by culturing 
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) in the presence of interferon (IFN)-gamma (IFN-
γ), and subsequently with anti-CD3 antibody (OKT3) and interleukin-2 (IL-2). CIK cells can 
be readily amplified over a 3-week period from various sources, including peripheral blood 
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(PB), bone marrow (BM) and more recently from CB (12). PB-CIK cells have been shown to 
be highly efficacious cytotoxic effector cells against several tumour types in vitro and in vivo, 
including primary B lymphoma (13), lymphoma cell lines (14), human cervical carcinoma 
(15) as well as cholangiocarcinoma (16). In addition, studies have demonstrated the weak 
alloreactivity of PB-CIK cells in vitro (17) and their low GvHD potential in murine GvHD 
models (18, 19). Thus far, promising data from phase I clinical trials suggests that infusion of 
autologous PB-CIK cells is well tolerated and does not cause severe adverse events in patients 
with advanced lymphomas, metastatic kidney carcinoma or hepatocellular carcinoma, while 
suggesting potential clinical efficacy (20). Similar results have been reported for relapsing 
patients with various hematologic malignancies (although there were only two patients with 
B-ALL included in these trials) post-HSCT treated with allogeneic PB-CIK cells (21, 22). 
However, in vitro B-ALL cells appear to be more resistant to lysis mediated by PB-CIK cells 
compared with acute myeloid leukemia (AML) cells (23, 24). 
 Human (h) IFN-alpha (hIFN-α), a member of the type 1 family of interferons, is 
produced in response to infection by a variety of cell types, including dendritic cells (DC). 
Previous studies have shown that hIFN-α is involved in the activation and function of both 
NK (25) and T cells (26). Furthermore, it has been used as an adjuvant in DC-based cancer 
vaccines (27). hIFN-α has also been used successfully in various clinical studies for the 
treatment of patients with metastatic melanoma (28), chronic myeloid leukemia (29) and 
acute lymphoblastic leukemia (30, 31). These findings suggest that hIFN-α could enhance the 
anti-tumor effect of CIK cells, hence causing them to kill B-ALL cells more effectively. 
Therefore, in this study we have investigated the effect of combining adoptive 





NOD/LtSz-scidIL-2rg-/- mice were obtained from the Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, 
USA) and bred in the animal care facility at the CHU Sainte-Justine Research Centre 
(Montreal, Canada). The mice were housed under specific pathogen-free conditions in sterile 
ventilated racks. All the procedures had been approved previously by the Institutional 
Committee for Good Laboratory Practices for Animal Research (GLPAR), as per their 
research protocols (SST08-43 and SST10-39).  
 
Cells  
The human B cell precursor leukemia cell lines (697, REH, and NALM-6; DSMZ, 
Braunschweig, Germany) and K562 cells (used as a positive control in cytotoxicity assays; 
ATCC, Manassas, VA, USA) were maintained in RPMI-1640 medium supplemented with 2 
mM L-glutamine (Life Technologies, Burlington, Canada) and 10% fetal bovine serum (FBS; 
Life Technologies).  
 
Generation of CB-CIK cells 
CB units were obtained from the CHU Sainte-Justine Research cord blood bank, with 
approval from the ethics committee. Cord blood mononuclear cells (CBMC) were isolated 
from CB by Ficoll-PaquePLUS (GE Healthcare Bio-Science AB, Uppsala, Sweden) and 
resuspended at 0.8x106 cells/mL in X-VIVO medium (Lonza, Walkersville, MD, USA) 
supplemented with 10% fetal bovine serum and recombinant (r)hIFN-γ (1000 IU/ml; Feldan 
Bio, Québec City, Canada) which were added to the culture on day 1. OKT3 monoclonal 
 
66 
antibody (50 ng/ml; eBioscience, San Diego, CA, USA) and rhIL-2 (300 IU/ml; Novartis, 
Basel, Switzerland) were added to the culture on day 2. On day 5, the activated cells were 
harvested while the dead cells were eliminated using Ficoll-PaquePLUS. Thereafter, cells 
were stimulated with rhIL-2 (300 IU/ml) every 3-4 days and fresh medium was added to 
maintain a cell density of 0.8-1x106 cells/ml for a total of 21-28 days.  
 
Flow cytometry 
Subpopulations of CB-CIK cells were characterized using fluorescein isothiocyanate (FITC)-
anti-human CD3 (clone UCHT1) and phycoerythrin (PE)- or allophycocyanin (APC)-anti-
human CD56 (clone B159) antibodies. The activation of signal transducer and activator of 
transcription-1 (STAT1) by hIFN-α was evaluated using PE-anti-human STAT1 (clone 
1/Stat1) and PE-anti-human phosphorylated STAT1 (clone 4a). The following antibodies 
were used to characterize the phenotype of CD3+CD56+ CB-CIK cells: anti-human CD8 
(clone RPA-T8), anti-human CD4 (clone RPA-T4), anti-human T-cells receptor (TCR)αβ 
(clone T10B9.1A-31), anti-human CD5 (clone UCHT2), anti-human NKG2D (clone 1D11), 
anti-human CD16 (clone 3G8), anti-human NKG2A (clone HP-3D9), anti-human TRAIL 
(clone RIK-2) and anti-human CD69 (clone FN50). All antibodies were purchased from BD 
Biosciences (Mississauga, Canada) except for anti-human TRAIL, which was purchased from 
Biolegend (San Diego, CA, USA). 
CD56+ CB-CIK cells were isolated using positive selection with CD56 microbeads (Miltenyi 
Biotec, Auburn, CA, USA) and CD3+CD56+ CB-CIK cells were sorted on a BD FACSAria I 
(BD Biosciences).  
 
67 
PB samples were collected weekly from mice and analyzed by flow cytometry using FITC-
anti-mouse CD45 (clone 30-F11), PE-anti-human CD19 (clone HIB19), APC-anti-human 
CD45 (clone HI30), and APC-Cy7-anti-human CD3 (clone SK7), as well as with 7-
Aminoactinomycin D (7-AAD) for discrimination of dead cells (BD Biosciences). All 
antibodies were purchased from BD Biosciences. 
CountBright beads (Life Technologies) were added prior to fluorescent-activated cell sorting 
(FACS) acquisition to determine the absolute number of cells per sample. Samples were 
acquired on a FACSAria flow cytometer and analysed using FACSDiva software (BD 
Biosciences). 
 
51Chromium-release cytotoxicity assay 
Target cells, 106, were labeled with 50 µCi 51chromium(Cr) (Perkin Elmer, Waltham, MA, 
USA) for 45 minutes at 37˚C, in a 5% CO2 atmosphere, vortexing every 15 min. The 
labeled cells were washed four times with RPMI medium and plated in triplicate in 96-well 
round-bottom plates (1x104 cells/mL). Effector CB-CIK cells were added at effector to 
target (E:T) ratios of 1.25:1, 5:1, 20:1 and 40:1 and incubated for 4h at 37˚C, in a 5% CO2 
atmosphere. In some experiments, the effector cells were treated with 1000 IU/mL of hIFN-
α (Intron A, Schering-Plough, Kirkland, Canada) 24h before using them in the cytotoxicity 
assay. At the end of the assay, 100 µl of supernatant were harvested and counted using a 
gamma counter (Packard Bioscience (now Perkin Elmer), Waltham, MA, USA; model 
E5002). The percentage of specific 51Cr lysis was calculated using the following equation: 
% specific lysis = [(test release) – (spontaneous release)] / [(maximal release) – 
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(spontaneous release)] x 100. Maximal release was obtained following the addition of 1M 
hydrochloric acid. 
For inhibition experiments, the cytotoxic assay was performed in the presence of a variable 
number of unlabeled target cells added per well. The percent inhibition was calculated as 
follows: % inhibition = [(% lysis of labeled cells without the addition of unlabeled cells) – (% 
lysis of labeled cells with the addition of unlabeled cells)] / (% lysis of labeled cells without 
the addition of unlabeled cells) * 100.   
 
Western blot analysis 
Flow cytometry-sorted CD3+CD56+ CB-CIK cells were treated with 1000 IU/mL hIFN-α for 
0, 5, 10 and 15 min at 37°C, in a 5% CO2 atmosphere. The cells were then lysed in 
RadioImmunoPrecipitation Assay (RIPA) buffer with protease inhibitors for 30 min at 4°C. 
Lysates were pelleted by centrifugation for 1 min at 13 200 r.p.m., resuspended and equal 
amounts of lysate protein were then run on 8% polyacrylamide gels under reducing 
conditions. Proteins were electrophoretically transferred to polyvinilidene fluoride (PVDF) 
membranes that were blocked with 1% bovine serum albumin (BSA) in Tris-buffer saline-
Tween-20 (TBST) buffer and incubated with the primary antibody in TBST containing 1% 
BSA overnight at 4°C. After washing, membranes were incubated with horseradish 
peroxidase-labeled affinity-purified anti-rabbit IgG antibody (Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA, USA) or anti-mouse IgG antibody (Santa Cruz Biotechnology) for 2h at 
room temperature. Bound antibodies were detected using chemiluminescence reagents. 
Primary antibodies used were STAT1 rabbit antibody (clone 42H3; Cell Signaling 
Technology Danvers, MA, USA), phospho-STAT1 rabbit antibody (clone 58D6; Cell 
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Signaling Technology), and β-actin mouse antibody (MAB1501; Chemicon (now EMD 
Millipore), Billerica, MA, USA). 
  
Activation of STAT1 
CB-CIK cells were treated with PBS or 1000 IU/mL hIFN-α for 15 min at 37ºC, in a 5% CO2 
atmosphere. Intracellular staining of STAT1 was performed using cells that were fixed and 
permeabilized using the BD Cytofix/Cytoperm and Perm/Wash Buffer (BD Bioscience) for 
30 min at 4ºC.  
 
Xenogeneic model of GvHD 
Following sublethal 3 Gy irradiation, 7-9 week-old mice were injected intraperitoneally (i.p.) 
with 107 PBMC, CBMC or CD56+ CB-CIK cells on day 0 and treated with PBS or hIFN-α 
(5000 IU delivered subcutaneously) every day until they were sacrified. All cells were treated 
with either PBS or hIFN-α (1000 IU/mL) 24h prior to i.p. injection. 
  
Assessment of GvHD 
Mice were evaluated every other day in a blinded fashion for clinical signs of GvHD and 
physical appearance. The GvHD assessment took into account weight loss, general 
appearance of the fur and mobility (32, 33). A diagnosis of GvHD was made when a mouse 
presented with a 10% weight loss, appearance of ruffled fur, and limited mobility (32, 33). 
Survival was also noted for each group. As requested by our GLPAR committee, mice were 
sacrificed when the clinical endpoints were reached (i.e. a weight loss >20% and the 
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appearance of either limited mobility or a disruption of general appearance). A volume of 100 
µL of PB was drawn weekly from the saphenous vein. Circulating cells were analyzed by 
flow cytometry to determine the percentage of circulating human cells.  
 
Xenogeneic model of graft-versus-leukemia 
Seven-to-9-week-old mice were injected intravenously (i.v.) with 5x105 REH cells or 5x105 
REH cells plus 40x106 CD56+ CB-CIK cells, simultaneously. Prior to injection, the CD56+ 
CB-CIK cells were treated with either PBS or hIFN-α (1000 IU/mL) in vitro for 24h. Mice 
were injected daily with PBS or hIFN-α (5000 IU subcutaneously) until the time of sacrifice. 
 
Assessment of graft-versus-leukemia 
Assessment of graft-versus-leukemia (GvL) in mice was conducted as requested by the 
GLPAR committee. Mice were sacrificed when clinical endpoints were reached. A volume of 
100µL of PB was drawn weekly from the saphenous vein. Circulating cells were analyzed by 
flow cytometry to determine the quantity of human CD45+CD19+ B-ALL cells. The spleen, 
liver and BM were also recovered from the sacrificed animals and the presence of 
CD45+CD19+ B-ALL cells was assessed using flow cytometry.  
 
Statistics 
Results were analysed using GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, 
USA). Survival statistics were determined using a Mantel-Cox (log-rank) test, and elsewhere 
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the ANOVA test in combination with the Bonferroni post-test. The level of significance was 




Generation, characterization and cytotoxic activity of CB-CIK cells 
As already described by Introna et al. (12), CB-CIK cells can be amplified rapidly to yield 
large quantities (see Supplementary Figures 1A, B to be found online at 
http://infomahealthcare.com/doi/abs/10.3109/14653249.2012.714864). Starting with 15x106 
CBMC, at the end of the culture period we routinely obtained approximately 2.2x108 CB-CIK 
cells that were composed on average of 45% CD3+CD56+, 1% CD3-CD56+ and 54% 
CD3+CD56- cells (see Supplementary Figure 1C to be found online at 
http://infomahealthcare.com/doi/abs/10.3109/14653249.2012.714864). The phenotypic 
analysis of CD3+CD56+ cells, performed on day 21 of CB-CIK culture (see Supplementary 
Figure 1D to be found online at 
http://infomahealthcare.com/doi/abs/10.3109/14653249.2012.714864), showed that more than 
of 80% of these cells expressed CD8, TCRαβ, CD5 and NKG2D but not CD16 or NKG2A. 
We also showed that CD56+ CB-CIK cells were cytotoxic against the standard target K562 
cells (see Supplementary Figure 1E to be found online at 
http://infomahealthcare.com/doi/abs/10.3109/14653249.2012.714864) but not against PBMC. 
 
CD56+ CB-CIK cells but not bulk CB-CIK cells kill B-ALL cell lines effectively and 
specifically  
 The bulk CIK cell culture is a heterogeneous population of cells consisting of CD3+CD56+, 
CD3+CD56- and CD3-CD56+ cell subsets. Several research groups have shown that bulk PB-
CIK cell cultures are not able to kill B-ALL cells effectively (23, 24). We also found that bulk 
CB-CIK cell cultures displayed very weak cytotoxic activity against three human B-ALL cell 
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lines (697, NALM6 and REH) (Figure 1). However, the CD56+ cell fraction (CD3+CD56+ and 
CD3-CD56+ cells), obtained from the bulk CB-CIK cell culture using CD56 magnetic 
microbeads, displayed a significant increase in cytotoxicity against B-ALL cells compared 
with the bulk CB-CIK cells (Figure 1). We measured the cytotoxicity of the CD3+CD56+ cell 
subset sorted from CD56+ CB-CIK cells and observed that this subset was cytotoxic against 
K562, 697, NALM6 and REH cell lines (Figure 2A). We also observed that the CD3+CD56- 
CB-CIK cell subset did not display any cytotoxic activity against K562, 697, NALM6 or 
REH cell lines (Figure 2A). Given the very small percentage of CD3-CD56+ cells in the 
CD56+ CB-CIK cell fraction, it is very likely that the CD3+CD56+ subset played a more 
prominent role in the observed cytotoxicity. We also found that for each B-ALL cell line, the 
addition of unlabeled B-ALL cells decreased the lysis of labeled B-ALL cells by CD56+ CB-
CIK cells, which correlated with the number of unlabeled B-ALL cells added. This suggested 
that the cytotoxicity of CD56+ CB-CIK cells was specific (Figure 2B).  
 
hIFN-α increases the cytotoxic activity of CD56+ CB-CIK cells in vitro and up-regulates 
TRAIL and CD69 expression in these cells  
hIFN-α is known to regulate the activity of NK cells (25) and as CIK cells share some 
properties with NK cells (34), we tested whether the cytotoxic activity of CB-CIK cells could 
be augmented by hIFN-α. We observed that an overnight incubation of CB-CIK cells with 
hIFN-α induced a significant increase in the cytotoxicity of CD56+ CB-CIK cells against B-
ALL cell lines (Figure 3). This increased cytotoxicity, which ranged from 20 to 40% (Figure 
3A), was observed against all three B-ALL cell lines at all E:T ratios, as shown in Figure 3B 
in three representative experiments. It has been shown that hIFN-α can activate STAT1 in NK 
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cells (35), and we wanted to test whether or not hIFN-α could also activate STAT1 in 
CD3+CD56+ CB-CIK cells. We could show by both Western blot analysis and intracellular 
staining using flow cytometry that hIFN-α could induce the phosphorylation of STAT1 in 
CD3+CD56+ CB-CIK cells (Figure 4). Furthermore, we tested the effect of hIFN-α on 
CD3+CD56+ CB-CIK cells by analyzing the expression of various surface markers. While we 
did not observe any increase or decrease in the expression of several activation or inhibition 
markers that included CD25, HLA-DR, NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46, KIR2DL1, 
KIR2DL2 and KIR3DL1 (data not shown), we did observe that hIFN-α significantly 
increased the expression of CD69 and TRAIL on CD3+CD56+ CB-CIK cells (Figure 5). 
 
CD56+ CB-CIK cells have a cytotoxic effect in vivo in a human acute lymphoblastic leukemia 
xenogeneic mouse model  
To test the cytotoxic effects of CB-CIK cells in vivo and whether hIFN-α could augment these 
effects, we used a xenogeneic model of human acute lymphoblastic leukemia (ALL) in which 
human B-ALL REH cells are injected i.v. into NOD/SCID/γc- (NSG) mice. In this severely 
immunodeficient mouse model (the mice lack T, B and NK cells), injected human REH cells 
proliferated rapidly, and invaded BM, spleen, liver and central nervous system (CNS), which 
resulted in the death of most animals between 20 and 23 days post-injection (Figure 6C). To 
test the cytotoxic effects of CB-CIK cells with and without hIFN-α, NSG mice were injected 
with 5x105 B-ALL REH cells alone or co-injected with CD56+ CB-CIK cells that had been 
incubated in vitro with either PBS or 1000 IU/mL of hIFN-α overnight. Mice injected with 
hIFN-α-incubated CD56+ CB-CIK cells were also injected daily with 5000 IU of hIFN-α, 
while mice injected with PBS-incubated CD56+ CB-CIK cells were injected daily with PBS. 
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As shown in Figure 6A,B, the treatment of REH-injected mice with CD56+ CB-CIK cells 
significantly increased survival and significantly decreased the proliferation of human 
leukemic cells in mice independently of hIFN-α. Also, addition of hIFN-α to CD56+ CB-CIK 
cells significantly augmented survival compared with mice treated with CD56+ CB-CIK cells 
in the absence of hIFN-α, (p=0.022). Moreover, the addition of hIFN-α to CD56+ CB-CIK 
cells induced a statistically significant decrease in the absolute number of circulating human 
leukemic cells on day 14, although this effect was attenuated on day 21. We analyzed weekly 
the presence of circulating CD56+ CB-CIK cells in mouse blood (Figure 6D) and showed that 
the number of circulating CD56+ CB-CIK cells detected on day 7 was very low and continued 
to decrease to near undetectable levels on days 14 and 21. Treatment with hIFN-α slightly 
increased the number of CD56+ CB-CIK cells detected in mouse blood although statistical 
significance was not reached. 
 
hIFN-α/PBS-treated CD56+ CB-CIK cells do not induce a strong xeno-GvHD in NSG mice 
To test whether CD56+ CB-CIK cells could induce GvHD and whether the addition of hIFN-α 
would exacerbate it, we used the xeno-GvHD NSG mouse model (32, 33) in which human 
PBMC injected into sublethally irradiated NSG mice induce a xeno-GvHD. Sublethally 
irradiated NSG mice were injected with either PBMC (positive control), CBMC (positive 
control), or CD56+ CB-CIK cells. As shown in Figure 7A, while the injection of PBMC and 
CBMC induced a xeno-GvHD-related mortality, CD56+ CB-CIK cells did not. Also, the 
incidence of GvHD was significantly attenuated in mice injected with CD56+ CB-CIK cells 
compared with PBMC-injected control mice (Figure 7B). Treatment with hIFN-α strongly 
increased the incidence of GvHD and mortality in the positive control groups but had no 
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significant effect on mice injected with CD56+ CB-CIK cells (Figure 7A, B). In addition, the 
percentage of human CD45+ cells, assessed weekly in blood samples from the mice, was 
significantly lower in CD56+ CB-CIK cell-injected mice than in the PBMC and CBMC-























In this study, we have showed that CD56+ CB-CIK cells are cytotoxic both in vitro and in 
vivo against human B-ALL cell lines and that this cytotoxicity is significantly enhanced by 
hIFN-α in vitro and in vivo. 
The use of CIK cells in translational medicine is an attractive proposition because these cells 
can be easily and rapidly expanded in as little as 3 weeks from both PBMC (10, 11), CB (12), 
as well as from patients’ PB cells (23) using established good manufacturing protocols (12). 
In this study, we prepared CIK cells from CB because CB transplantation is used more and 
more frequently in children (4) as an HLA-suitable donor with minor HLA differences can be 
found readily for almost every child (36). Also, with CB transplantation, immunotherapy for 
leukemic relapse with DLI is not feasible because the donor is anonymous in almost all cases, 
except for those rare cases of related CB transplantation. Introna et al. (12) have shown that 
CB-CIK cells can be amplified from the residual cells left in the CB bag following 
transplantation, thereby, offering the opportunity of utilizing donor-derived immunotherapy 
following CB transplantation (5).  
We have shown that bulk CB-CIK cell cultures are very weakly cytotoxic against B-ALL cell 
lines, as has been shown for PB-CIK cell cultures (23, 24). Sangiolo et al. (17) tested PB-CIK 
cells in vitro and observed that lysis of tumour cells was mediated essentially by the CD56+ 
fraction. However, the authors did not resolve whether the lysis of tumour cells was induced 
by CD3+CD56+ cells, CD3-CD56+ cells, or both. We found, as for PB-CIK cells, that after 
sorting CB-CIK cells into the different subpopulations, the CD56+ cell subset, which 
comprises CD3+CD56+ and CD3-CD56+ cells, was cytotoxic against B-ALL cells. In addition, 
we demonstrated that the CD56+CD3+ CB-CIK cell fraction was cytotoxic against B-ALL 
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cells, suggesting that this fraction is responsible for the cytotoxic effect because it represents 
more than 97% of the CD56+ CB-CIK cell population. It is likely that the CD56+ CIK cell 
subset is responsible for the observed cytotoxicity because of the fact that this subset shares 
similar properties with NK cells, unlike the CD3+CD56- subset. Accordingly, we 
demonstrated that the CD3+CD56- subset has no cytotoxic activity, and thus, by removing this 
CIK cell population, what remains are only the approximately 45% cytotoxic CD56+ cells, 
thereby ensuring enhanced activity against leukemic cells. Given that the active CIK cells are 
CD56+, KIR-HLA mismatches could have been functional in this setting. Therefore, we 
analyzed the KIR receptors (KIR2DL1, KIR2DL2 and KIR3DL1) on CB-CIK cells and found 
that the cells did not express any of them (data not shown). 
The cytotoxic activity of PB-CIK cells against B-ALL cells is weaker than that observed 
against many other tumour cell lines (23, 24). In order to augment the cytotoxic activity of 
PB-CIK cells against B-ALL cells, some groups have transduced PB-CIK cells with a 
chimeric receptor specific for the CD19 antigen (24, 37) (chimeric antigen receptor; CAR) 
and have shown that CAR-CIK cells are more effective at killing B-ALL cells than non-
transduced PB-CIK cells. This therapeutic strategy, while not without some promise, presents 
limitations in that the production of CAR-CIK cells is highly specialized and would not be 
available to most cellular therapy centers.  
Here, we wanted to test a simple and effective strategy for increasing the cytotoxic activity of 
CIK cells against B-ALL cells, and we postulated that hIFN-α, a readily available inexpensive 
drug that has been administered safely to patients for many years as a cancer immunotherapy 
and as an antiviral agent, could be used for this purpose. The immunomodulatory anticancer 
effects induced by hIFN-α on various immune cell populations have been described in several 
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reports (35, 38). These populations include NK cells, monocytes, DCs, T and B cells, thus 
underscoring an important role for hIFN-α as a linking factor between innate and adaptive 
immunity. Interestingly, the effect of type 1 IFN on GvL, recently studied in a mouse model, 
demonstrated that the CD8-dependent GvL effect was enhanced by type 1 IFN (39). 
However, the effect of hIFN-α on CIK cells derived from CB or PB has never been 
investigated. We found that hIFN-α could augment CB-CIK cell cytotoxicity in vitro and 
induce the phosphorylation of STAT1 (35) in CD3+CD56+ CB-CIK cells as well as in the 
other subpopulations (data not shown), confirming that hIFN-α could activate CB-CIK cells.  
Of the numerous surface markers studied, we found that hIFN-α only up-regulated the 
expression of CD69 and TRAIL on CD3+CD56+ CB-CIK cells. Interestingly, several research 
groups have shown that type 1 IFN could increase the cytotoxic effect of T and NK cells by 
up-regulating the expression of TRAIL (40, 41), suggesting that the augmentation of TRAIL 
that we observed could explain the increase in the lytic activity of the CD56+ CB-CIK cells 
induced by hIFN-α. Also, CD69 is known as a marker of activation for T-cells that triggers 
the cytotoxic activity of different lymphoid effector cells (42). Therefore, the augmentation of 
CD69 could also explain the increase in the cytotoxic activity of the hIFN-α-treated CD56+ 
CB-CIK cells. Of note, while we observed that there was some variability between the 
different CB-CIK cultures with regard to the cytotoxic activity of the CD56+ subset against B-
ALL cell lines, the addition of hIFN-α always resulted in an augmentation of this cytotoxic 
activity that was similar between various experiments for a given E:T ratio.  
Rettinger et al. (43) considered the strategy of stimulating CIK cells with IL-15, instead of IL-
2, during in vitro expansion, and showed that this induced an increased lytic activity of PB-
CIK cells against B-ALL cells. This strategy, which consists of boosting the proliferation and 
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activation of CIK cells, could be done in addition to stimulating CIK cells with hIFN-α from 
CB or PB. It would be of interest, therefore, to test in future experiments whether IL-15 in 
combination with hIFN-α could has a synergistic effect on CIK cell activation. 
For in vivo studies, we used a human acute myeloid leukemia (ALL) xenogeneic NSG mouse 
model, which is a relevant pre-clinical model for studying the cytotoxic effects of human CB-
CIK cells in vivo without interference from the immune system of the mouse, because these 
mice are severely immunodeficient. PB-CIK cells have been tested in vitro and in vivo, in 
mice and in humans, under many conditions (10, 11, 44-48), as reviewed by Sangiolo et al. 
(49) and Lin et al. (50). To our knowledge, this is the first time that CD56+ CB-CIK cells 
have been shown to be effective against B-ALL cells in vivo and that this effect could be 
significantly augmented by hIFN-α. Another means of enhancing the effect of CD56+ CB-
CIK cells in vivo could be through repeated injections, as has been utilized in recent clinical 
trials (20, 21). Alternatively, a combination of CD56+ CB-CIK cells with non-toxic doses of 
chemotherapy could be tried. Indeed, in a recent clinical trial in patients, with advanced solid 
malignancies, combining CB-CIK cells with second-line chemotherapy significantly 
improved survival compared with chemotherapy alone (51). 
Nishimura et al. (18) showed that bulk CIK cells did not induce GvHD in vivo. While 
encouraging, these experiments were only performed in murine models. Also, in different 
experiments in vitro, Sangiolo et al. (17) found that, although human bulk PB-CIK cells 
retained their alloreactivity across major HLA barriers in vitro, after CD56+ selection human 
PB-CIK cells lost their alloreactivity compared with T cells. In addition, there have been 
several phase 1 clinical trials (20, 21, 52) in which few adverse side effects including GvHD 
have been reported. In our in vivo experiments, we observed that CD56+ CB-CIK cells did not 
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induce an acute xeno-GvHD in our NSG model and that the addition of hIFN-α only very 
weakly induced xeno-GvHD. Moreover, in the GvHD model versus the GvL model, the cell 
number and the route of injection of CD56+ CB-CIK that we used were different. Ito et al. 
(53) showed that the injection of PBMC i.p. or i.v. into non-irradiated or irradiated mice could 
induce GvHD. Thus the route of injection does not alter the result with regard to the induction 
of GvHD. In addition, we found that that the injection of 10 or 40 million CD56+ CB-CIK 
cells i.p. into NSG mice did not induce GvHD (data not shown).  
Interstingly, Cooper et al. (54) showed recently that hIFN-α increased the GvL effect 
following BM transplantation in children with high-risk leukemia and that this effect was 
associated with a moderate increase in GvHD. In addition, in a clinical trial aimed at studying 
the safety and efficacy of CIK cells, one patient with hepatocellular carcinoma who was 
treated with PB-CIK cells and hIFN-α went into complete remission (20). Thus this clinical 
result is encouraging with regard to combining CIK cells with hIFN-α.  
Taken together, our data could serve as a pre-clinical proof of concept for testing the potential 
clinical utility of purified CD56+ CB-CIK cells as an immunotherapeutic strategy for high-
risk B-ALL patients following CB transplantation. Our data further suggest that there could 
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Figure 2.1. (Supplementary Figure 1). Expansion, phenotype and lytic activity of CB-
CIK cells. CBMC cells were incubated with IFN-γ and OKT3 and supplemented with IL-2 
(day 0). The (A) percentage and the (B) absolute number of CD3+CD56+ cells were quantified 
on days 0, 8, 12, 15 and 21 of the culture (n=11 independent CB-CIK cell cultures). (C) CB-
CIK cells were stained with FITC-conjugated anti-CD3 and PE-conjugated anti-CD56 
antibodies on days 0 and 21, and were analyzed by flow cytometry. (D) On day 21, 
CD3+CD56+ CB-CIK cells were analyzed for the expression of T and NK cell markers by 
flow cytometry (n=3 independent CB-CIK cell cultures). (E) On day 21, the cytotoxic activity 
of CD56+ CB-CIK cells was tested against the K562 cell line (circles; n=3 independent CB-
CIK cell cultures) and fresh PBMC (squares; n=3 independent CB-CIK cell cultures) at 
different E:T ratios. Results are represented as the mean value +/-SEM.  
 
Legends 
Figure 2.2. (Figure 1). Comparison of the cytotoxic activity of bulk CB-CIK cells to 
CD56+ CB-CIK cells against B-ALL cell lines. Lytic activity of bulk CB-CIK (dotted line) 
and CD56+ CB-CIK cells (filled line) were tested against (A) 697 (n=5 independent CB-CIK 
cell cultures), (B) NALM6 (n=6 independent CB-CIK cell cultures) and (C) REH (n=7 
independent CB-CIK cell cultures) cell lines. Results are represented as the mean value 
±SEM. *p≤0.05 and ***p≤0.001, ANOVA test with a Bonferroni post-test.  
 
Figure 2.3. (Figure 2). Cytotoxic activity of different CB-CIK cell subpopulations. (A) 
CB-CIK cells were separated into CD3+CD56- and CD56+ cell subsets using CD56 magnetic 
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microbeads. Then CD56+ CB-CIK cells were sorted by flow cytometry, using anti-CD3 
antibody, to eliminate CD3-CD56+ cells (left upper panel). Cytotoxic activity of CD3+CD56- 
cells (dotted line), CD56+ CB-CIK cells (filled line), and CD3+CD56+ CB-CIK cells (dashed 
line), were tested against the K562, 697, NALM6 and REH cell lines (left lower panel). (B) 
The ability of unlabeled 697, NALM6 and REH cells to inhibit the cytotoxicity exerted by 
CD56+CB-CIK cells on labeled 697, NALM6 and REH cells, respectively, was tested at 
different E:T ratios (5:1, 20:1, 40:1) and at different labeled cell/unlabeled cell ratios (1:1, 
1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32). Results are expressed as percentage of inhibition. The experiment 
was repeated twice for each cell line using independent CB-CIK cell cultures.  
 
Figure 2.4. (Figure 3). Human IFN-α increases the cytotoxic activity of CD56+ CB-CIK 
cells against B-ALL cell lines. CD56+ CB-CIK cells were incubated overnight with PBS or 
hIFN-α (1000 IU/mL), and lytic activity was measured against 697 (n=7 independent CB-CIK 
cell cultures), NALM6 (n=6 independent CB-CIK cell cultures) and REH (n=9 independent 
CB-CIK cell cultures) cell lines. In (A), results are expressed as the mean value of the 
percentage increase in lytic activity ±SEM comparing hIFN-α to PBS-treated CD56+ CB-CIK 
cells, for each B-ALL cell line. The percentage increase was calculated using the following 
equation: % increase = [(% cell lysis using hIFN-α-treated CD56+ CB-CIK cells) – (% cell 
lysis using PBS-treated CD56+ CB-CIK cells)] / (% cell lysis using hIFN-α-treated CD56+ 
CB-CIK cells) * 100. (B) Three representative experiments showing the cytotoxic activity of 
hIFN-α- (dashed line) or PBS- (filled line) induced CD56+ CB-CIK cells against each B-ALL 




*p≤0.05, **p≤0.01 and ***p≤0.001, ANOVA test with a Bonferroni post-test. 
 
Figure 2.5. (Figure 4). Human IFN-α induces the phosphorylation of STAT1 in 
CD3+CD56+ CB-CIK cells. On day 21 of the culture, CD3+CD56+ CB-CIK cells were 
purified by FACS and treated with hIFN-α (1000 IU/mL) for 5, 10 and 15 min. Stimulated 
CD3+CD56+ CB-CIK cells were examined for the presence of STAT1 and phosphorylated 
STAT1 (STAT1-P) by Western blotting (A). This expression was quantified by densitometry 
(B). The intensity was calculated using the following equation: intensity of STAT1 or 
STAT1-P / intensity of β-actin. The presence of STAT1 and STAT1-P was also analyzed by 
flow cytometry. (C) Untreated CB-CIK cells were stained with anti-CD3, anti-CD56 and anti-
STAT1 antibodies. The CD3+CD56+ cells were gated to visualize the expression of STAT1 
(grey area, isotype control; and white area, STAT1). (D) CB-CIK cells were treated with PBS 
or hIFN-α (1000 IU/mL) for 15 min and then stained with anti-CD3, anti-CD56 and anti-
STAT1-P antibodies. The CD3+CD56+ cells were gated to visualize the phosphorylation of 
STAT1 (hairline, PBS-treated CD3+CD56+ CB-CIK cells; and normal line, hIFN-α-treated 
CD3+CD56+ CB-CIK cells). The experiment was repeated twice using independent CB-CIK 
cell cultures.  
 
Figure 2.6. (Figure 5). Human IFN-α up-regulates TRAIL and CD69 expression on 
CD3+CD56+ CB-CIK cells. On day 21, bulk CB-CIK cells were treated overnight in the 
absence or presence of hIFN-α. Stimulated cells were stained with the following antibodies: 
anti-CD3, anti-CD56, anti-TRAIL or anti-CD69. Mean fluorescent intensity (MFI) of (A) 
TRAIL (n=7 independent CB-CIK cell cultures treated with PBS or hIFN-α, 1000 UI/mL, and 
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n=6 independent CB-CIK cell cultures treated with hIFN-α, 10 000 UI/mL) and (B) CD69 
(n=6 independent CB-CIK cell cultures treated with PBS or hIFN-α, 1000 UI/mL and n=5 
independent CB-CIK cell cultures treated with hIFN-α, 10 000 UI/mL) expressed on 
CD3+CD56+ CB-CIK cells treated either with PBS or hIFNα. Mann-Whitney test (one-tailed) 
was used. A representative example of an overlay of (C) TRAIL expression and (D) CD69 
expression using flow cytometry. Filled area, isotype control; filled line, PBS-treated; dashed 
line, hIFN-α-treated (1000 IU/mL); and dotted line, hIFN-α-treated (10 000 IU/mL).  
 
Figure 2.7. (Figure 6). Effect of CD56+ CB-CIK cells on GvL. NSG mice were injected 
with 5x105 REH cells alone or co-injected with 40x106 CD56+ CB-CIK cells that had been 
treated overnight with PBS or hIFN-α (1000 IU/mL). Mice were treated daily, thereafter, with 
PBS or hIFN-α (5000 IU). (A) Survival of mice: injected with REH cells alone and treated 
with PBS (dash-dotted line, n=5); injected with REH cells alone and treated with hIFN-α 
(dotted line, n=6); co-injected with REH and CD56+ CB-CIK cells and treated with PBS (thin 
filled line, n=11); co-injected with REH and CD56+ CB-CIK cells and treated hIFN-α (thick 
filled line, n=11). The injection of CD56+ CB-CIK cells significantly increased survival 
((p=0.0061 for mice co-injected with REH cells and CD56+ CB-CIK cells, and treated with 
PBS, versus mice injected with REH cells alone and treated with PBS; p=0.0001 for mice co-
injected with REH cells and CD56+ CB-CIK cells, and treated with hIFN-α, versus mice 
injected with REH cells alone and treated with hIFN-α). The survival was significantly 
improved in mice co-injected with REH cells and CD56+ CB-CIK cells, and treated with 
hIFN-α, compared with mice co-injected with REH cells and CD56+ CB-CIK cells, and 
treated with PBS (p=0.022). (B) Blood samples, harvested weekly from mice, were analyzed 
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by flow cytometry to determine the absolute number of leukemia cells (CD19+). Mice injected 
with REH alone and treated with PBS are shown in the black histograms. Mice injected with 
REH alone and treated hIFN-α are shown in the white histograms. Mice co-injected with REH 
and CD56+ CB-CIK, and treated PBS, are shown in the horizontally hatched histograms. Mice 
co-injected with REH and CD56+ CB-CIK, and treated hIFN-α, are shown in the vertically 
hatched histograms. *p≤0.02, *p≤0.001 and ***p≤0.0005, Mann-Whitney test (one-tailed). 
(C) Mice were injected with 5x105 REH cells. Spleen, liver and BM samples, harvested at the 
time of killing, were analyzed by flow cytometry to determine the percentage leukemia cells 
(CD19+). (D) Circulating CB-CIK cells were assessed weekly in blood samples by counting 
the absolute number of human CD3+ cells per microliter of PB using flow cytometry. Filled 
line, NSG mice co-injected with REH cells and CD56+ CB-CIK cells, and treated with PBS. 
Dotted line, NSG mice co-injected with REH cells and CD56+ CB-CIK cells and treated with 
hIFN-α.  
 
Figure 2.8. (Figure 7). CD56+ CB-CIK cells treated ±hIFN-α do not induce severe GvHD 
in NSG mice. PBMC, CBMC and CD56+ CB-CIK cells were pre-incubated with PBS or 
hIFN-α (1000 IU/mL). NSG mice were injected with 107 PBMC (black triangles, n=5), 
PBMC/hIFN-α (white triangles, n=4), CBMC (black squares, n=5), CBMC/hIFN-α (white 
squares, n=4), CD56+ CB-CIK cells (black circles, n=5) or CD56+ CB-CIK cells/hIFN-α 
(white circles, n=4). Each group of NSG mice was treated daily with PBS or hIFN-α (5000 
IU) administered subcutaneously. (A) The percentage survival of mice was evaluated over 40 
days post-injection. (B) The incidence of GvHD was evaluated in each group of NSG mice. 
GvHD diagnosis was made when mice displayed the following physical signs; 10% weight 
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loss, appearance of ruffled fur, and limited mobility. (C) The percentage of hCD45+ cells, 
determined by the ratio of human CD45+ cells to human plus murine CD45+ cells, was 
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Mise en contexte du troisième chapitre 
Dans le chapitre précédent, nous avons démontré que la sélection de la fraction CD56+, 
comprenant les cellules CD3+CD56+ et CD3-CD56+, permet d’augmenter significativement la 
lyse des cellules pré-B LAL en comparaison aux cellules CIK non purifiées. De plus, nous 
avons démontré que l’activité cytotoxique de la fraction CD56+ est principalement due aux 
cellules CD3+CD56+ avec une participation minime des cellules CD3-CD56+. Par ailleurs, le 
traitement de la fraction CD56+ des cellules CIK avec l’IFN-α pendant 24 heures améliore 
l’activité lytique de ces cellules contre les cellules pré-B LAL. L’IFN-α, en phosphorylant la 
protéine STAT-1 (signal transducer and activator of transcriptor-1 = STAT-1), entraîne une 
augmentation significative de l’expression des récepteurs CD69 et TRAIL sur les cellules 
CD3+CD56+. Par la suite, nous avons démontré que l’injection des cellules CD56+, qu’elles 
aient été traitées ou non avec l’IFN-α, n’entraîne pas de GVHD chez les souris NSG irradiées, 
et que l’injection de ces cellules permet de prolonger significativement la survie des souris 
injectées avec les cellules pré-B LAL.  
Suite à ces résultats très encourageants, où nous démontrons la faisabilité et l’efficacité de 
l’immunothérapie de la fraction CD56+ des cellules CIK combinée avec l’IFN-α in vitro et in 
vivo dans un modèle murin préclinique, nous nous sommes intéressés au mécanisme d’action 
utilisé par les cellules CD56+ des cellules CIK pour éliminer les cellules pré-B LAL. Sachant 
que le mécanisme d’action des cellules CIK a été décrit sur des cultures obtenues à partir de 
cellules mononucléées provenant de sang périphérique, il a fallu dans un premier temps 
procéder à la comparaison du mécanisme cytotoxique des cellules CIK dérivées de sang de 
cordon et de sang périphérique. De plus, le mécanisme d’action a été analysé sur des cellules 
tumorales autres que les cellules pré-B LAL. Dans cette étude, nous avons tenté de déterminer 
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si les cellules CIK utilisent principalement la voie NKG2D, tel que décrit dans l’article de 
Verneris et al (Verneris, Karami et al. 2004), ou si elles utilisent plusieurs voies, tel que 
suggéré dans l’article de Pievani et al (Pievani, Borleri et al. 2011). De plus, nous avons tenté 
d’évaluer si le mécanisme d’action et l’efficacité des cellules CIK dérivées de sang de cordon 
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Background: Cytokine-induced killer (CIK) cells ex vivo expanded from cord blood (CB) or 
peripheral blood (PB) have been shown to be cytotoxic against autologous and allogeneic 
tumor cells. We have previously shown that CD56+ CIK cells (CD3+CD56+ and CD3-CD56+ 
cells) are capable of killing pre-B acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) cell lines. However, 
the lytic pathways utilized by CD56+ PB and CB-CIK cells to kill B-ALL cell lines have not 
been studied.  
Methods: CB and PB-CIK cells were differentiated and purified using positive selection with 
CD56 magnetic microbeads. CD56+ CB- and PB-CIK cells were compared for expression of 
different phenotypic markers and for the lytic pathways utilized to kill B-ALL cell lines.  
Results: We found that cytotoxic granule proteins were more expressed in CD56+ PB-CIK 
than in CD56+ CB-CIK cells. However, CD56+ CB-CIK cells expressed more TRAIL 
compared to CD56+ PB-CIK cells. Accordingly, we observed that CD56+ CB-CIK cells used 
both the NKG2D and TRAIL cytotoxic pathways, and were more effective at killing REH 
cells than CD56+ PB-CIK cells that used only the NKG2D pathway.  
Discussion: Our results suggest that CD56+ CB-CIK cells can utilize both the NKG2D and 
TRAIL cytotoxic pathways and consequently are more effective than CD56+ PB-CK at killing 
the B-ALL cell lines that are sensitive to the TRAIL pathway. These findings may have 
clinical implications with respect to optimizing therapeutic efficacy, which may be dependent 







In vitro generated cytokine-induced killer (CIK) cells, first described by Schmidt-Wolf et al 
(1, 2), are a mix of 3 subpopulations: CD3+CD56-, CD3-CD56+ and CD3+CD56+. They can be 
amplified from multiple cell sources including peripheral blood (PB)(1) and cord blood 
(CB)(3). The protocol involves culturing mononuclear cells in the presence of recombinant 
human interferon gamma (rhIFNγ), followed by the addition of an anti-CD3 monoclonal 
antibody (OKT3) and recombinant human interleukin 2 (rhIL2) that leads to a greatly 
increased expansion in the number of CD3+CD56+ cells over a 3-week period. Lu and 
Negrin(4) have shown that this subpopulation is derived from CD3+CD56- T cells that acquire 
the CD56 marker. There are a number of in vitro and in vivo studies that describe the ability 
of CIK cells to kill a variety of tumor cells(5-12). Furthermore, others and we have shown that 
the cytotoxic activity against tumor cells is associated with the CD56+ cell subpopulation (that 
comprise mainly CD3+CD56+ and some CD3-CD56+ cells)(13, 14).  
CIK cells possess potent major histocompatibility complex (MHC)-unrestricted cytotoxic 
activity against tumor cells, which they carry out through several possible pathways. Two 
CIK-cell adhesion molecules have been identified as being necessary to kill tumor cells(2), 
lymphocyte function-associated antigen 1 (LFA-1) on CIK cells, and intracellular adhesion 
molecule 1 (ICAM-1) on target cells. In addition, the NKG2D receptor(15) has been identified 
as playing a major role in the activation of CIK cell cytotoxic activity. This cell membrane 
receptor, which is present on CIK cells(14, 16), recognizes ligands expressed on tumor cells, 
mainly MHC class I chain-related gene A (MICA) and MICB(14, 15). Proof that the NKG2D 
receptor plays an important role in CIK cell-mediated cytotoxic activity has been established 
using NKG2D receptor blocking antibodies that inhibit CIK cells from killing several cell 
 
111 
lines including myeloma(15) and B lymphoma(17). In addition, it has been shown that CIK cells 
can use other receptors to kill tumor cells. Cell signalling through one of these, natural killer 
p30 (NKp30), has been shown to lead to CIK cell activation resulting in tumor cell lysis(17). It 
has also been shown that CIK cells can provoke lysis through the tumor necrosis factor-
related apoptosis inducing ligand (TRAIL) / TRAIL-receptors pathway (18).  
Although, as noted above, CIK cells can kill a variety of tumor cells, precursor B-cell acute 
lymphoblastic leukemia (B-ALL) cell lines have proven to be less sensitive to lysis mediated 
by CIK cells(19, 20). We have recently shown, though, that while bulk cord blood CIK (CB-
CIK) cells could kill B-ALL cell lines, albeit weakly,(13) the purified CD56+ cell fraction 
(CD56+ CB-CIK) could effectively lyse B-ALL cell lines. Furthermore, this activity resided 
mainly in the CD3+CD56+ CB-CIK subpopulation, while the CD3+CD56- CB-CIK cell 
fraction had no cytotoxic activity against these cell lines.  
Various research groups working with human CIK cells have derived them from either PB or 
CB(3, 14, 15). They have shown that CIK cells express various markers including CD3, CD56, 
CD8, NKG2D and others markers(3, 4, 16). Nevertheless, no one has compared the expression 
of multiple markers on both CB-CIK and PB-CIK cells. In addition, whereas the CIK cell 
cytotoxic pathways used to kill various tumors has been reported(15, 17, 18), no study has 
specifically described the cytotoxic pathways utilized by PB or CB-CIK cells to kill B-ALL 
cell lines. Therefore, we have investigated the phenotype of CD56+ CB-CIK and PB-CIK 
cells, and the cytotoxic pathways involved in CD56+ CB-CIK and CD56+ PB-CIK cell-
mediated killing of B-ALL cell lines.  
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Materials and Methods 
Cells 
Two cell lines were used as positive controls in cytotoxicity assays, K562, a myelogenous 
leukemia cell line (ATCC, Manassas, VA, USA), and U266, a human cell line multiple 
myeloma cell line (ATCC). Human B cell precursor leukemia cell lines (REH, and NALM6) 
were purchased from DSMZ (Braunschweig, Germany). All cell lines were maintained in 
RPMI-1640 medium supplemented with 2 mM L-glutamine (Life Technologies, Burlington, 
ON, Canada) and 10% fetal bovine serum (FBS) (Life Technologies).  
 
Generation of CB-CIK and PB-CIK cells 
CB units were obtained from the CHU Sainte-Justine Research CB bank, with approval from 
the Ethics Committee. PB samples were collected from consenting healthy donors. CB 
mononuclear cells (CBMCs) and PB mononuclear cells (PBMCs) were isolated using Ficoll-
Paque PLUS (GE Healthcare Bio-Science AB, Uppsala, Sweden). CBMCs and PBMCs were 
generated as previously described (13). They were cultured in X-VIVO 15 medium plus FBS 
(10%) with 1,000 IU/mL of rhIFNγ (Feldan Bio, Québec City, QC, Canada) added on day 1, 
and then supplemented with 50 ng/mL of OKT3 monoclonal antibody (eBioscience, San 
Diego, CA, USA) and 300 IU/mL of rhIL2 (Novartis, Basel, Switzerland) on day 2. Over of 
the culture period, cells were counted, stained, replated in flasks and stimulated with rhIL2 
(300 IU/mL) every 3-4 days and fresh medium was added as needed to maintain a cell density 




Extracellular staining of CB-CIK and PB-CIK cells 
CB-CIK and PB-CIK cells were stained using anti-human CD3 (clone UCHT1) and anti-
human CD56 (clone B159) antibodies. Cells were characterized with the following 
antibodies: anti-human NKp30 (clone p30-15), anti-human NKp44 (clone p44-8.1), anti-
human NKp46 (clone 9E2/NKp46), anti-human TRAIL (clone RIK-2), and anti-human 
NKG2D (clone 1D11). All antibodies were purchased from BD Biosciences (Mississauga, 
ON, Canada) except for anti-human TRAIL, which was purchased from BioLegend (San 
Diego, CA, USA). Samples were acquired on a FACS Fortessa flow cytometer and analysed 
using FACSDiva software (BD Biosciences) or FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, OR, USA). 
 
Intracellular staining of CB-CIK and PB-CIK cells 
In order to carry out the intracellular staining of CD56+ CB and CD56+ PB-CIK, cells were 
first stained with anti-human CD3 and anti-human CD56 for 30 minutes at 4˚C. They were 
then washed with phosphate buffered saline (1X PBS; Life Technologies) supplemented with 
2% FBS and 0.02% azide (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). Subsequently, cells were 
washed with 1X PBS supplemented with 2% FBS, 0.02% azide and 0.05% saponin (Sigma-
Aldrich). Cells were then permeabilized using FACS permeabilizing solution 2 (1X PERM2; 
BD Biosciences) for 10 minutes at room temperature, washed with 1X PBS supplemented 
with 2% FBS, 0.02% azide and 0.05% saponin, and then stained with anti-human perforin 
(clone δG9), anti-human granulysin (clone DH2), and anti-human granzyme B (clone GB11) 
monoclonal antibodies for 40 minutes at 4˚C. Finally, cells were washed with 1X PBS 
supplemented with 2% FBS, 0.02% azide and 0.05% saponin, followed by 1X PBS 
supplemented with 2% FBS and 0.02% azide. Samples were analyzed on a FACS Fortessa 
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flow cytometer. Anti-human perforin was purchased from BD Biosciences; anti-human 
granulysin and anti-human granzyme B were purchased from BioLegend. 
 
Staining of human B cell precursor leukemia cell lines 
Human B cell precursor leukemia cell lines were stained with anti-human MICA/B (clone 
6D4), anti-CD95 (clone DX2), anti-human TRAIL-R1 (DR4, clone HS101), or anti-human 
TRAIL-R2 (DR5, clone HS201) monoclonal antibodies for 30 minutes at 4˚C. Cells were 
washed and then stained with an anti-mouse IgG1 antibody coupled to FITC (Life 
Technologies) for cells stained with anti-TRAIL-R1 (DR4) or anti-TRAIL-R2 (DR5) 
antibodies. Samples were analyzed on a FACS Fortessa flow cytometer. Anti-human TRAIL-
R1 and TRAIL-R2 antibodies were purchased from Enzo Life Sciences (Plymouth, PA, 
USA). 
 
51Chromium-release cytotoxicity assay 
CD56+ CB-CIK and CD56+ PB-CIK cells were purified using positive selection with CD56 
magnetic microbeads (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA) and used in all cytotoxicity 
assays. CD56+ The cytotoxicity assays were conducted as previously described (13). 104 
target cells (K562, U266, NALM6 and REH), labelled with 51chromium (51Cr) (Perkin 
Elmer, Waltham, MA, USA) and plated with effector CD56+CB-CIK or CD56+PB-CIK 
cells at effector to target cell ratios of 1.25:1, 5:1, 20:1 and 40:1 and incubated for 4h at 
37˚C, in a 5% CO2 atmosphere. At the end of the assay, 100 µL of supernatant was 
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recuperated and radioactivity was counted using a gamma counter (Packard Bioscience; 
model E5002, Waltham, MA, USA).  
Percent specific 51Cr-release was calculated using the following equation: % specific 51Cr-
release = ((test release) – (spontaneous release)) / ((maximal release) – (spontaneous 
release)) x 100%. Maximal release was obtained following the addition of 1M hydrochloric 
acid. 
 
Inhibition of the NKG2D pathway 
In order to measure inhibition of the NKG2D pathway, a cytotoxic assay was performed in 
the presence 20 µg/mL of an anti-human NKG2D blocking antibody (clone M585; Amgen, 
WA, USA). CD56+ CB-CIK or CD56+ PB-CIK cells were incubated with the anti-human 
NKG2D blocking antibody or anti-human IgG1 antibody for 30 minutes at room temperature 
before the addition of target cells. Incubation then continued for an additional 4 hours at 37˚C, 
in a 5% CO2 atmosphere. Effector to target cell ratio used was 40:1.  
 
Inhibition of the TRAIL pathway 
In order to measure inhibition of the TRAIL pathway, the cytotoxic assay was performed in 
the presence of 20 µg/mL of both the anti-human TRAIL-R1 (DR4) and TRAIL-R2 (DR5) 
blocking antibodies. Target cells were incubated with these two blocking antibodies or an 
anti-human IgG1 antibody for 30 minutes at room temperature before the addition of effector 
cells. Incubation then continued for an additional 4 hours at 37˚C, in a 5% CO2 atmosphere. 




CD95-mediated apoptosis assays 
B-ALL cell lines were plated in RPMI-1640 medium supplemented with 10% FBS and 2 mM 
L-glutamine at a density of 2x105 cells/well in 96-well flat bottom plates. Cells were then 
incubated with an anti-human CD95 antibody (clone APO-1-3, 100 or 250 ng/mL; Enzo Life 
Sciences, ON, Canada) for 1 hour at 37˚C, in a 5% CO2 atmosphere. At the end of the 
incubation an affiniPure rabbit anti-mouse IgG (10 µg/mL, Jackson ImmunoResearch, PA, 
USA) was added for an additional 23 hours at 37˚C, in a 5% CO2 atmosphere. 
 
TRAIL-mediated apoptosis assays by TRAIL 
B-ALL cell lines were plated in RPMI-1640 medium supplemented with 10% FBS and 2 mM 
L-glutamine at a density of 2x105 cells/well in 96-well flat bottom plates. Cells were 
incubated with a TRAIL recombinant protein (SuperKiller TRAIL, 50 ng/mL, Enzo Life 
Sciences) for 24 hours at 37˚C, in a 5% CO2 atmosphere. 
 
Assessment of apoptosis 
To assess apoptosis, cells were harvested and stained with FITC-labeled annexin (BD 
Bioscience) and 7AAD (BD Bioscience) for 15 minutes at room temperature. Cells were then 
resuspended in 300 µL of annexin buffer (1X, BD Bioscience) and subsequently analysed by 
FACS within an hour.  
 
Calculation of percent specific inhibition of immune pathways 
Percent specific inhibition was calculated as follows: % specific inhibition = ((% lysis of 
labelled cells without the addition of antibody or receptor) – (% lysis of labelled cells with the 
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addition of antibody or receptor)) / (% lysis of labelled cells without the addition of antibody 
or receptor) x 100.   
 
Calculation of percent specific apoptosis 
Percent specific apoptosis was calculated as follows: % specific apoptosis = ((% of 
experimental apoptosis) – (% spontaneous apoptosis)) / (100 – spontaneous apoptosis) x 100.  
 
Statistics 
Results were analysed using GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, 
USA). For statistical analysis, the Mann-Whitney test (one or two-tailed) and the ANOVA 
test in combination with the Bonferroni post-test were used according to the experiment. The 




Differential expression of phenotypic markers on CD56+ CB-CIK compared to CD56+ PB-
CIK cells 
In 2006, Introna et al(3) described for the first time that CIK cells could be amplified from 
CBMCs. They confirmed that the increase in the CD3+CD56+ subpopulation derived from 
CBMCs was consistent with what had been reported for PBMCs. Similarly, in our study, CIK 
cells were expanded more than 1,000-fold from both CBMCs and PBMCs over a 21-day 
culture period and we observed a greater than 30% increase in the CD3+CD56+ CB-CIK and 
PB-CIK cell fractions by the end of the culture period (Supplementary Figure 1). Thus, CIK 
cells in general and the CD3+CD56+ CIK subpopulations in particular could be amplified 
from either CBMCs or PBMCs using the same protocol. 
We then analyzed the expression of different markers, including natural cytotoxicity receptors 
(NCRs), cytotoxic granule proteins (perforin, granulysin and granzyme B), NKG2D and 
TRAIL that can all contribute to the activation of cytotoxic activity of effector against tumor 
cells, on CD56+ CB-CIK and PB-CIK cells (Figure 1). Expression of NKp30 was more 
pronounced on CD56+ CB-CIK cells than on CD56+ PB-CIK cells (Figure 1A). Expression of 
NKp44 seemed stronger on CD56+ CB-CIK cells than on CD56+ PB-CIK cells, but it was not 
significant, while NKp46 was very weakly expressed on both CD56+ CB and PB-CIK cells.    
With regard to cytotoxic granule proteins, we observed that CD56+ CB-CIK subpopulations 
expressed granzyme B and granulysin, albeit to a much lesser degree than CD56+ PB-CIK 
cells (Figure 1B). Perforin expression appeared to be reduced in CD56+ CB-CIK compared to 
CD56+ PB-CIK cells, but it was not statistically significant. 
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TRAIL expression was the strongest on CD56+ CB-CIK subpopulations compared to CD56+ 
PB-CIK cells (Figure 1C and E). Finally, NKG2D expression was similarly detected on the 
CD56+ CB and PB-CIK cells (Figure 1D). 
 
CD56+ CB-CIK and CD56+ PB-CIK kill B-ALL cell lines with a different efficacy  
We observed that CD56+ CB-CIK cells lysed K562 and U266 control cell lines as effectively 
as CD56+ PB-CIK cells (Figure 2). While CD56+ PB-CIK and CB-CIK cells showed similar 
cytotoxic activity against the NALM6 cell line, we observed that CD56+ CB-CIK cells were 
statistically more efficient than CD56+ PB-CIK cells at lysing REH cells (Figure 2).  
Expression of MICA, MICB, DR4 and DR5 on B-ALL cell lines and sensibility of these cells 
to TRAIL pathway 
To determine if the CD56+ CB-CIK and PB-CIK cells could kill B-ALL cell lines through the 
NKG2D and TRAIL pathways, we analyzed the expression of NKG2D receptor ligands and 
the expression DR4 and DR5 receptors on these target cells. Both B-ALL cell lines expressed 
MICA and/or MICB (Figure 3A) at an intermediate level compared to the positive control 
K562 cells. In addition, NALM6 and REH cell lines did not express DR4, while both 
expressed low levels of DR5 (Figure 3B), with slightly higher levels detected on REH cells. 
We then tested if the expression of DR4 and/or DR5 on B-ALL cell lines was sufficient to 
sensitize them to TRAIL-mediated apoptosis. We treated the two B-ALL cell lines as well as 
the K562 cell line, which has been shown to be resistant to TRAIL-mediated apoptosis(21, 22), 
with a TRAIL recombinant protein for 24 hours. We observed that both B-ALL cell lines 




The Involvement of both NKG2D and TRAIL pathways by CD56+ CB-CIK and CD56+ PB-
CIK cells is dependent on the B-ALL cell line 
We then tested if an NKG2D blocking antibody could inhibit the CD56+ CB-CIK and PB-
CIK cells from lysing B-ALL cell lines. As a first step, we confirmed, as previously shown by 
Verneris et al(15), that the NKG2D blocking antibody could inhibit the lytic activity of CD56+ 
CB-CIK and CD56+ PB-CIK cells against the U266 cell line by an average of 60% (data not 
shown). The NKG2D blocking antibody was not as effective at inhibiting the lytic activity of 
both CD56+ CB-CIK and CD56+ PB-CIK cells against the REH cell line (mean of 32.6% +/- 
8 and mean of 40% +/- 4, respectively) (Figure 4A and B). This result might suggest that 
CD56+ CB and PB CIK cells could employ additional cytotoxic pathways to kill REH cells. 
For the NALM6 cell line, the inhibition by the NKG2D blocking antibody was similar to that 
observed for the U266 cell line (mean of 65% +/- 8 for CD56+ CB-CIK cells and mean of 
61% +/- 15 for CD56+ PB-CIK cells) (Figure 4C and D), with no difference observed for 
either CIK cell source. 
We next analyzed if we could inhibit the lytic activity of CD56+ CB-CIK and CD56+ PB-CIK 
cells against REH and NALM6 cell lines using blocking antibodies to both DR4 and DR5. 
We observed that these antibodies inhibited the lysis of REH cells by CD56+ CB-CIK cells by 
57% +/- 8 (Figure 4A). In sharp contrast, CD56+ PB-CIK cell lytic activity on REH cells was 
not significantly inhibited by the DR4 and DR5 blocking antibodies compared to the isotype 
control (Figure 4B). Finally, DR4 and DR5 blocking antibodies either did not inhibit the lytic 
activity of CD56+ CB-CIK cells against the NALM6 cell line compared to the isotype control 




In the next set of experiments we compared the ability of NKG2D, DR4 and DR5 blocking 
antibodies, tested in combination, to inhibit the cytotoxic activity of CD56+ CIK cells against 
B-ALL cell lines by NKG2D, DR4 and DR5 blocking antibodies. As shown in Figure 4A, 
CD56+ CB-CIK cells used both NKG2D and TRAIL pathways to kill REH cells and there 
was an additive inhibitory effect when the blocking antibodies were added together. On the 
other hand, only the NKG2D blocking antibody was effective at inhibiting CD56+ PB-CIK 
cells from lysing REH cells and the combination of blocking antibodies was not better than 
the NKG2D blocking antibody alone (Figure 4B). For the NALM6 cell line the results 
mirrored those for the REH cell line. Indeed, the combined blocking antibodies resulted in a 
significantly stronger inhibition of CD56+ PB-CIK cell lytic activity (Figure4D) as compared 
to the inhibition observed with each of the blocking antibodies suggesting that CD56+ PB-
CIK cells used both NKG2D and TRAIL pathways to kill NALM6 cells. In contrast, only the 
NKG2D blocking antibody was effective at inhibiting the lysis of NALM6 cells by CD56+ 
CB-CIK cells and there was no additive effect observed when the blocking antibodies were 
combined (Figure 4C).  
 
CD56+ CB-CIK and CD56+ PB-CIK cells do not require the CD95 or NCR pathway to kill B-
ALL cell lines 
We analyzed if CD56+ CB-CIK and CD56+ PB-CIK cells could use other pathways to kill B-
ALL cell lines. As a first step, we tested the CD95-mediated apoptosis pathway. We observed 
that B-ALL cell lines weakly expressed CD95 compared to activated PBMCs (Figure 5A). 
Using an apoptosis-inducing antibody we showed that B-ALL cell lines were resistant to 
CD95-mediated apoptosis compared to activated PBMCs that were highly sensitive (Figure 
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5B). Thus, CD56+ CB-CIK and CD56+ PB-CIK cells did not use the CD95 pathway to kill B-
ALL cell lines. Since CD56+ CB-CIK and CD56+ PB-CIK cells expressed mainly NKp30 and 
NKp44 receptors (Figure 1A), we analyzed the NCR pathway. NCR pathway blocking 
antibodies only minimally inhibited CD56+ CB-CIK and CD56+ PB-CIK cell lytic activity 




Several research groups have studied CIK cells isolated from either PBMCs(1, 9, 15) or 
CBMCs(3, 23) and have demonstrated their cytotoxic activity against several tumors. The 
pathways involved in the cytotoxic activity of CIK cells against tumor cells have been well 
studied(15, 17, 18). In contrast, the lytic mechanisms used by CB and PB CIK cells to kill B-ALL 
cell lines are still unknown. Furthermore, up until now, a comparison of the expression of 
different receptors on PBMC and CBMC-derived CIK cells together with an analysis of the 
cytotoxic activity of PB-CIK versus CB-CIK cells in the same study has not been done. By 
performing this study, we have shown that the expression of some receptors was different on 
CD56+ CB-CIK compared to CD56+ PB-CIK cells. In addition, we have observed for the first 
time that not only do these different CIK cell preparations kill B-ALL cell lines through 
activation of different cytotoxic pathways but that the pathways involved also differ 
according to the B-ALL cell line. 
CIK cells express various markers with the two major ones being CD3 and CD56. Additional 
markers expressed by CIK cells include NKG2D, CD8, CD4, NCR, as well as other 
receptors(2, 16). Several of these have been described in the literature as playing a role in 
immune cell-mediated cytotoxic activity including the NCR receptors, recently shown to be 
involved in NK cell-mediated killing of the REH B-ALL cell line(24). The NKG2D receptor 
has been described as being the main pathway through which CIK cells mediate tumor cell 
killing(15) while activation of the TRAIL signaling pathway has been implicated in CIK cell-
mediated cytotoxic activity against rhabdomyosarcoma cells(18). It has also been shown that 




By analyzing NKp30, NKp44, NKp46, TRAIL, NKG2D and proteins expressed in cytotoxic 
granules, we observed that CD56+ CB-CIK cells differentially expressed several of the 
receptors compared to CD56+ PB-CIK cells. For some receptors (NKp30 and TRAIL), the 
expression was more pronounced on CD56+ CB-CIK than on CD56+ PB-CIK cells while for 
others either the opposite was found (granzyme B and granulysine) or there was no difference 
(NKp44, perforin, and NKG2D). These differences in receptor expression could be due to the 
intrinsic differences observed between CB and PB derived mononuclear cells and particularly 
T cells that have been shown to have differences in their phenotype such as the relative 
frequency of naïve and memory T cells and in their function such as their capacity to produce 
cytokines under stimulation(26).  
Despite these differences in receptor expression between CD56+ CB-CIK and CD56+ PB-CIK 
cells, we observed that both could kill three of the four tumor cell lines (K562, U266 and 
NALM6) with similar efficacy. In contrast, CD56+ CB-CIK cells were significantly more 
effective than CD56+ PB-CIK cells to kill REH cell line. This difference was not related to 
the proportion of CD3+CD56+ and CD3-CD56+ cells in the CD56+ CB and PB-CIK fractions, 
which was similar in both (97% +/- 1 of CD3+CD56+ cells and 2 % +/- 1 of CD3-CD56+ cells; 
data not shown). In addition, it is unlikely that any difference in NKp30 expression on CD56+ 
CB-CIK or CD56+ PB-CIK cells could explain this result since we did not observe any 
inhibition of REH cell lysis with soluble NCR receptors. However, the difference in TRAIL 
expression may explain what we found since CD56+ CB-CIK cells expressed more TRAIL 
than CD56+ PB-CIK cells. Also, CD56+ CB-CIK cells were effectively inhibited, albeit 
partially, from lysing REH cells by DR4/DR5 blocking antibodies whereas CD56+ PB-CIK 
cells were not.   
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Our analysis of NKG2D, TRAIL, CD95 and NCR pathways suggest that CIK cells utilize 
both the NKG2D and TRAIL pathways to kill REH and NALM6 cells. We show here for the 
first time that the involvement of these pathways differs depending on both the source of the 
immune cell population (i.e. CIK cells) and the target cell population (i.e. B-ALL cell lines). 
Indeed, the inhibition data observed with blocking antibodies suggested that CD56+ CB-CIK 
cells killed NALM6 cells mainly through the NKG2D pathway while CD56+ PB-CIK cells 
killed these cells through both the NKG2D and TRAIL pathways. On the other hand, CD56+ 
CB-CIK cells killed REH cells through both the NKG2D and TRAIL pathways while CD56+ 
PB-CIK cells killed them only through the NKG2D pathway. Moreover, CD56+ CB-CIK cells 
killed REH cells more efficiently than did CD56+ PB-CIK cells, while CD56+ CB and PB-
CIK cells killed NALM6 as efficiently. Interestingly, this difference in cytotoxic activity 
between CD56+ CB and PB-CIK cells against the REH cell line could be abolished with the 
DR4/DR5 blocking antibody. Therefore, it is very likely that this difference in cytotoxic 
activity against REH cells observed between CB and PB-CIK cells could be due to the fact 
that two cytotoxic pathways are involved in CD56+ CB-CIK cells, NKG2D and TRAIL, but 
only one, the NKG2D pathway in CD56+ PB-CIK cells, rendering them less effective at 
killing REH cells. Also, the combined inhibition of the NKG2D and TRAIL pathways 
completely or almost completely abolished the cytotoxic activity of CD56+ CB-CIK cells 
against the REH cell line, and CD56+ PB-CIK cells against the NALM6 cell line, suggesting 
that these cells used only these two pathways to kill REH and NALM6 cells, respectively. In 
contrast, the same inhibition did not completly abolish the lytic activity of CD56+ CB-CIK 
cells against the NALM6 cell line or CD56+ PB-CIK cells against the REH cell line indicating 
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that at least another pathway could be involved although other blocking experiments did not 
permit to find out this one.   
In agreement with our data, Kuçi et al(18) showed that CIK cells killed rhabdomyosarcoma 
cell lines in part through activation of the NKG2D pathway but could also use the TRAIL 
pathway. 
With respect to the NKG2D pathway, we cannot ascribe any differences in cytotoxic activity 
to the expression of MICA / MICB on B-ALL cell lines, which was similar for these two 
ligands on REH and NALM6 cells. It is possible that other NKG2D ligands, such as ULBP1, 
ULBP2 and ULBP3(27), are differentially expressed, which may explain why inhibition of 
NKG2D-mediated lysis is more pronounced on NALM6 than on REH cells. In addition, some 
tumor cells can secrete soluble NKG2D ligands into the microenvironment(28), which in 
essence binds to NKG2D on effector cells preventing their engagement with ligands on tumor 
cells(29). Thus, REH cells may secrete more soluble NKG2D ligands than NALM6 cells and 
thereby partially block CIK cell cytotoxic activity.   
With regard to inhibition of the TRAIL pathway, the expression of DR5 receptor was very 
slightly more pronounced on REH cells than NALM6 cells and it is unlikely that it could 
explain why the inhibition of the lysis by DR4/DR5 blocking antibodies was stronger on REH 
cells than NALM6 cells. In addition, it is unlikely that the decoy receptors play a role in the 
observed differences 
Taken together, our data shows that CD56+ CB-CIK and CD56+ PB-CIK cells use 2 main 
pathways to kill B-ALL cell lines, but as to which pathway(s) predominates is dependent on 
both the effector and target cells involved. Several clinical studies have shown that the 
infusion of CB or PB-CIK cells was well tolerated and did not cause severe adverse events(30-
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33). However, no comparison of the efficacy of CB-CIK versus PB-CIK cells has been 
addressed. Our data could also have clinical consequences since it suggests that it could be 
more advantageous to use CD56+ CB-CIK cells in against B-ALL because they are more 
efficient at killing REH cells, by using two pathways, and as efficient at killing NALM6 cells 
compared to CD56+ PB-CIK cells. More generally, our data could have relevance with regard 
to the choice of which CIK cells to use in the clinic because it suggests that depending on the 
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Figure 3.1. (Supplementary Figure 1). Expansion of CD3+CD56+ CB and PB-CIK cells. 
CB and PB-CIK cells were differentiated with IFNγ, IL2 and OKT3. The percentage of 
CD3+CD56+ was analyzed at days 0, 7, 14 and 21 of culture (n=5 independent CB and PB-
CIK cell cultures). CD3+CD56+ CB-CIK cells were shown in filled line and CD3+CD56+ PB-





Figure 3.2. (Figure 1). Phenotype of CD56+ CB-CIK compared to CD56+ PB-CIK cells. 
On day 21, CIK cells were purified with CD56 magnetic microbeads and stained with CD3 
and CD56 and subsequently analyzed for the expression of several markers. The histograms 
represent the mean fluorescence of intensity (MFI) for (A) NKp30, NKp44 and NKp46 (n=6 
independent CB and PB-CIK cell cultures), (B) perforin, granzyme B and granulysin (n=5 
independent CB and PB-CIK cell cultures), (C) TRAIL (n=5 independent CB and PB-CIK 
cell cultures) and (D) NKG2D (n=5 independent CB and PB-CIK cell cultures) on each 
subpopulation: CD56+ CB-CIK cells in white bars; CD56+ PB-CIK cells in black bars. 
Results are represented as the mean value +/-SEM. *p≤0.05 and **p≤0.01, Mann-Whitney 
test (two-tailed) was used. A representative example of an overlay of (E) TRAIL expression 
using flow cytometry. Filled grey area: isotype control; filled line: CD56+ CB-CIK cells; 
dashed line: CD56+ PB-CIK cells.        
 
Figure 3.3. (Figure 2). Cytotoxic activity of CD56+ CB-CIK compared to CD56+ PB-CIK 
cells.  On day 21, CB and PB-CIK cells were purified using CD56 magnetic microbeads to 
recuperate the CD56+ fraction. The cytotoxic activity of CD56+ CB-CIK (dotted line) and 
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CD56+ PB-CIK (filled line) were tested against K562 (n=6 independent CB and PB-CIK cell 
cultures), U266 (n=4 independent CB and PB-CIK cell cultures), REH (n=6 independent CB 
and PB-CIK cell cultures) and NALM6 (n=4 independent CB and PB-CIK cell cultures) cell 
lines at different Effector : Target ratios. Results are represented as the mean value +/-SEM. 
*p≤0.05 and **p≤0.01, ANOVA test with a Bonferroni post-test. Percent specific apoptosis 
was calculated as follows: % specific apoptosis = ((% of experimental apoptosis) – (% 
spontaneous apoptosis)) / (100 – spontaneous apoptosis) x 100.  
 
Figure 3.4. (Figure 3). Expression of MICA, MICB, DR4 and DR5 on B-ALL cell lines, 
and sensibility of these cells to TRAIL pathway. (A) A representative example of 2 
experiments of an overlay of the expression of MICA/B using the flow cytometry was shown 
on REH and NALM6 cell lines (white). K562 cell line was used for the positive control 
(black) and the negative control was an isotypic antibody (grey). (B) A representative 
example of an overlay of the expression of DR4 and DR5 using the flow cytometry was 
shown on REH and NALM6 cell lines (white). The negative control was an isotypic antibody 
(grey). (C) REH, NALM6 and K562 were tested for their sensitivity to TRAIL-mediated 
apoptosis. Cells were incubated with a TRAIL recombinant protein (50 ng/mL) for 24 hours 
and stained with annexin 5 and 7AAD. Apoptosis cells are defined as Annexin 5+ 7AAD+ 
cells. Results are expressed as mean percent of specific apoptosis +/-SEM  for each cell line. 
The experiment was repeated three times for each cell line. 
 
Figure 3.5. (Figure 4). Inhibition of cytotoxic activity of CD56+ CB and PB-CIK cells by 
both the NKG2D and TRAIL pathways. Cytotoxic activity of CD56+ CB and PB-CIK was 
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tested in the presence of anti-human IgG1 antibody (20 µg/mL), or anti-human NKG2D 
blocking antibody (20 µg/mL), or anti-human DR4 and DR5 blocking antibodies (20 µg/mL), 
or both NKG2D and DR4 / DR5 blocking antibodies against (A and B) REH and (C and D) 
NALM6 cell lines. Effector to target cell ratio was 40:1 and the specific lysis observed 
without blocking antibody was between 25 and 30%. Results are expressed as mean percent 
of inhibition +/-SEM. The experiment was repeated three times for each cell line using 
independent CD56+ CB and PB-CIK cells. *p≤0.05 and **p≤0.01 Mann-Whitney test (one or 
two-tailed) was used. NS: non-significant. Percent specific inhibition was calculated as 
follows: % specific inhibition = ((% lysis of labelled cells without the addition of antibody) – 
(% lysis of labelled cells with the addition of antibody)) / (% lysis of labelled cells without the 
addition of antibody) x 100.   
 
Figure 3.6. (Figure 5). Sensibility of B-ALL cell lines to CD95-mediated apoptosis. (A) 
REH, NALM6 and 8 day activated PBMCs were tested for the expression of CD95 using the 
flow cytometry. The expression of CD95 is represented in white and the isotypic antibody in 
grey representative of 3 experiments. (B) REH, NALM6 and PBMCs were tested for their 
sensitivity to CD95-mediated apoptosis. Cells were incubated with an anti-CD95 antibody 
(Apo1-3 250 ng/mL) crossliked with anti-mouse antibody (10 µg/ml) for 24 hours and stained 
with annexin 5 and 7AAD. Apoptosis cells are defined as Annexin 5+ 7AAD+ cells. Results 
are expressed as mean percent of specific apoptosis +/-SEM for each cell line. The 





























































































































































































































































































































































































































































































































































































Mise en contexte du quatrième chapitre 
Dans le chapitre précédent, nous avons démontré que l’expression de certains marqueurs sur 
la fraction CD56+ des cellules CIK peut être différente, selon la source des cellules 
mononucléées ayant permis leur expansion. Nous avons observé une expression plus 
importante des granules cytotoxiques dans la fraction CD56+ des cellules CIK dérivée de sang 
périphérique par rapport à celle dérivée de sang de cordon. À l’inverse, l’expression de 
TRAIL était significativement plus importante sur la fraction CD56+ des cellules CIK dérivée 
de sang de cordon que celle de sang périphérique. De plus, nous avons démontré que le 
mécanisme d’action utilisé par la fraction CD56+ des cellules CIK pour éliminer les cellules 
pré-B LAL diffère selon la source des cellules mononucléées ayant servi à leur expansion. Le 
mécanisme diffère également pour différentes lignées cellulaires pré-B LAL. La fraction 
CD56+ des cellules CIK dérivée de sang de cordon utilise à la fois les voies de TRAIL et 
NKG2D contre la lignée cellulaire REH, tandis qu’elle utilise seulement la voie NKG2D 
contre la lignée cellulaire NALM6, alors que le contraire est observé pour la fraction CD56+ 
des cellules CIK de sang périphérique. Par ailleurs, la fraction CD56+ des cellules CIK de 
sang de cordon est la plus efficace contre les cellules pré-B LAL, tel qu’évalué par leur 
cytotoxicité contre les lignées cellulaires REH et NALM6, lorsque comparée à celle dérivée 
de sang périphérique.   
Suite à l’analyse du mécanisme d’action de la fraction CD56+ des cellules CIK dérivées de 
sang de cordon et de sang périphérique contre des cellules pré-B LAL, nous avons regardé 
leur sensibilité à l’apoptose par Fas. Il a été démontré par Verneris et al que les cellules CIK 
sont résistantes à l’apoptose par Fas probablement due à l’expression de gènes anti-
apoptotiques (Verneris, Kornacker et al. 2000). Néanmoins, nous avons utilisé les cellules 
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CIK comme contrôle positif dans une expérience où nous avons montré que les cellules pré-B 
LAL sont résistances à l’apoptose par Fas, tandis que les cellules CIK sont sensibles. À la 
lumière de ce premier résultat contradictoire, nous avons évalué la sensibilité des cellules CIK 
à l’apoptose par Fas. Nous avons également vérifié si l’amplification des cellules CIK 
entraîne une augmentation de l’expression de Fas, si une telle expression de Fas peut rendre 
les cellules CIK sensibles à l’apoptose par Fas, et dans l’éventualité d’une telle sensibilité, si 
cela peut influencer l’activité cytotoxique des cellules CIK contre des cellules tumorales. 
Évidemment, toutes ces expériences sont effectuées autant sur les cellules CIK dérivées de 
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Fas-mediated apoptosis is one of the mechanisms used by tumor cells to escape the 
cytotoxicity of tumor-infiltrating lymphocytes. It has been suggested that cytokine-induced 
killer (CIK) cells are resistant to Fas-mediated apoptosis, thereby rendering them more 
attractive for use in cellular immunotherapy. Unlike what was observed by others, here we 
show that CIK cells are sensitive to Fas-mediated apoptosis. We have observed an increase in 
Fas expression in the different CIK cell subpopulations (CD3+CD56-, CD3+CD56+ and CD3-
CD56+) isolated from both cord blood (CB) and peripheral blood (PB). We also show that the 
bulk, as well as the CD3+CD56- and CD56+ CB and PB-CIK cell subpopulations were 
sensitive to Fas-mediated apoptosis induced by both CH11 and APO-1 antibodies, albeit with 
a weaker effect for the CH11 antibody on CB-CIK cells. In addition, in the presence of the 
APO-1 and CH11 inducers, Fas engagement inhibited the cytotoxic activity of CB and PB-
CIK cells. This new contradictory result may help explain the variable efficacy observed with 













The Fas and Fas ligand (FasL) receptor/ligand system is implicated in lymphocyte 
homeostasis and peripheral tolerance, as well as tumor immunity. Despite other cellular 
responses emanating from Fas-FasL interactions, its major and best-known role is apoptotic 
cells death (1, 2). Usually, an effector cell expresses FasL and a target cell expresses Fas, and 
this interaction mediates the apoptosis of the target cell. In contrast, during an immune 
reaction against tumor cells, immune effector cells can express both Fas and FasL and target 
tumor cells can express FasL, thus leading to the apoptosis of the effector cell. Cytokine-
induced killer (CIK) cells share similar phenotypic and functional properties as those of T and 
natural killer cells. CIK cells can be amplified and differentiated from peripheral blood (PB) 
(3) or cord blood (CB) (4) by the combined addition of interferon gamma, interleukin-2, and 
anti-CD3. Interestingly, it has been shown that bulk CIK cells were resistant to Fas-mediated 
apoptosis, making these cells very attractive potentially for use in cellular immunotherapy, as 
they should be able to elude apoptosis that could be induced by the expression of FasL on 
tumor cells (5). 
Here, however, in this short report, we show that CIK cells, isolated from either PB or CB, in 








Material and Methods 
Cells 
The SU-DHL-4 cell line (DSMZ, Braunschweig, Germany) was maintained in RPMI-1640 
medium supplemented with 2 mM L-glutamine (Life Technologies, Burlington, ON, Canada) 
and 10% fetal bovine serum (FBS; Life Technologies).  
 
Expansion of CB-CIK and PB-CIK cells 
CB units were obtained from the CHU Sainte-Justine Research CB bank with approval from 
the Ethics Committee. PB samples were collected from consenting healthy donors. CIK cells 
from CB mononuclear cells and PB mononuclear cells were generated as previously described 
(6).  
 
Extracellular staining of CB-CIK and PB-CIK cells 
Subpopulations of CB-CIK and PB-CIK cells were stained using antihuman CD3, anti-human 
CD56, and antihuman CD95 antibodies (BD Biosciences). Samples were acquired on a FACS 
Fortessa (BD Biosciences) flow cytometer and analysed using FACSDiva (BD Biosciences) 
or FlowJo software (Tree Star Inc., Ashland, OR, USA). 
 
51Chromium-release cytotoxicity assay 
The cytotoxicity assays were conducted as previously described (6). In some experiments, 
before the cytotoxicity assay, antihuman CD95 antibody (CH11, final concentration/well = 
1 µg/mL, Beckman Coulter, ON, Canada) and antihuman APO-1 antibody (APO-1; clone 
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APO-1-3, final concentration/well = 250 ng/mL; Enzo Life Sciences, ON, Canada) were 
added with effector cells and incubated for 1 hour. At the end of the 1-hour incubation with 
APO-1, an affiniPure rabbit antimouse IgG antibody (10 µg/mL, Jackson ImmunoResearch, 
PA, USA) was added immediately. Then, 51Cr stained-target cells were added in each well. 
Effector cells with or without CH11 or APO-1 were added at effector to target (E:T) ratios 
of 1.25:1, 5:1, 20:1 and 40:1 and incubated for 4h at 37°C, in a 5% CO2 atmosphere.  
 
Fas-mediated apoptosis assays 
Cells were plated in RPMI-1640 medium supplemented with 10% FBS and 2 mM L-
glutamine at 2x105 cells/well in 96-well flat bottom plates. Cells were then incubated with 
antihuman CH11 antibody (1 µg/mL) for 18 hours or with antihuman APO-1 antibody (100 
and 250 ng/mL) for 1 hour at 37˚C, in a 5% CO2 atmosphere. At the end of the 1-hour 
incubation with APO-1, the affiniPure rabbit antimouse IgG antibody (10 µg/mL) was added 
to the cells for an additional 17 hours at 37˚C, in a 5% CO2 atmosphere. 
 
Assessment of apoptosis 
To assess apoptosis, cells were harvested and stained with FITC-labeled annexin (BD 
Biosciences) and 7AAD (BD Biosciences) for 15 minutes at room temperature. Then, 300 µL 
of annexin buffer (1X, BD Biosciences) was added to cells that were subsequently acquired 






CB-CIK and PB-CIK cells are sensitive to Fas-mediated apoptosis 
We analyzed the expression of Fas on the 3 subpopulations of CB- and PB-CIK cells on days 
0, 21, and 28 of the culture. As shown in Figure 1A and B, on day 21, Fas was expressed on 
CD3+CD56+, CD3+CD56- and CD3-CD56+ CB-CIK and PB-CIK cell subpopulations, 
whereas Fas expression on day 0 was undetectable or very weakly expressed on the CB-CIK 
subpopulations and weakly expressed on the PB-CIK subpopulations. The 3 PB-CIK cell 
subpopulations expressed significantly stronger Fas than the CB-CIK subpopulations on day 
21 (Figure 1A). The expression of Fas on day 28 was comparable to day 21 for PB-CIK cells, 
whereas for CB-CIK cells, there was a weak not significant diminution on day 28. The 
observed Fas expression was comparable between PB-CIK cells and T cells activated by PHA 
and rhIL2 for 8 days, but not for CB-CIK cells that expressed Fas more weakly. 
Given that both CB-CIK and PB-CIK cell subpopulations expressed Fas, we next wanted to 
determine if they were sensitive to Fas-mediated apoptosis. To do this, we used bulk CB-CIK 
and PB-CIK cells, as well as CD3+CD56- and CD56+ (that included CD3+CD56+ and CD3-
CD56+ cells) purified subpopulations. Two known antibody inducers of apoptosis of Fas-
expressing cells, APO1 and CH11 (5, 7), were tested at the following concentrations: 100 
ng/mL and 250 ng/mL for the APO-1 antibody (8) and 1 µg/mL for the CH11 antibody (5). 
Bulk PB-CIK, CD56+ PB-CIK and CD3+CD56- PB-CIK cells were sensitive to Fas-mediated 
apoptosis when induced with either antibody (Figure 1C) and the percentage of apoptosis was 
comparable to that observed with activated T cells. In addition, bulk, CD56+ and CD3+CD56- 
CB-CIK and PB-CIK cells were significantly less sensitive to apoptosis induced by the CH11 
antibody than the APO-1 antibody even when used at the lower concentration.  
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Fas engagement inhibits CD56+ CIK cell antitumor cytotoxicity 
Finally, we tested if CIK cells, sensitive to Fas, could still kill tumor cells when they were 
stimulated to undergo apoptosis. In this experiment, in which we used a cytotoxicity assay, 
the CH11 or the APO-1 antibody, along with an affiniPure rabbit antimouse IgG antibody 
were added to CD56+ CB- and PB-CIK cells (that included CD3+CD56+ and CD3-CD56+ 
cells). Then, after 1 hour of incubation, SU-DHL-4 tumor cells were added to effector cells. 
The cytotoxicity assay was only done with the CD56+ CIK fraction as we and others have 
showed that the CD3+CD56- cells did not display any cytotoxic activity, and that the main 
cytotoxic activity was issued to CD3+CD56+ cells, and a few to CD3-CD56+ cells (6, 10). 
We chose the SU-DHL-4 cell line as a target because it was reported to be resistant to Fas-
mediated apoptosis (9) and because it is the cell line used by Verneris et al (5) As shown in 
Figure 2, Fas engagement with CH11 and APO-1 inducers inhibited completely the 
cytotoxic activity of CD56+ PB-CIK cells against SU-DHL-4 tumor cells and only partially 
but significantly of CD56+ CB-CIK cells. We also confirmed our data when we used exactly 
the same protocol that was performed by Verneris et al., ie, by adding the apoptosis 










In this short report, we have shown that the different subpopulations of CB-CIK and PB-CIK 
cells expressed Fas and were sensitive to Fas-mediated apoptosis, and that it could influence 
their cytotoxic activity in vitro. 
Many research groups have observed in the microenvironment of several tumors the presence 
of tumor-infiltrating lymphocytes (TIL) that display cytotoxic activity against these tumor 
cells in vitro (11, 12). Tumor cells have developed several mechanisms to escape the immune 
system (13). One such strategy involves the expression of FasL on tumor cells that can induce 
the apoptosis of Fas expressing TILs. FasL has been detected on cells from various tumor cell 
lines (14, 15). Also, O’Connell et al (14) have shown that FasL on colon cancer cells was 
functional and could induce the apoptosis of Jurkat T cells.  
Verneris et al have investigated the sensitivity of PB-CIK cells to Fas-mediated apoptosis. 
They have shown that Fas engagement did not induce apoptosis of PB-CIK cells nor did it 
inhibit their antitumor cytotoxicity. In addition, they have observed that PB-CIK cells 
expressed several antiapoptotic genes such as CFLIP, Bcl-2, Bcl-xL, DAD-1 and survivin. 
The expression of these genes could potentially explain why PB-CIK cells were not sensitive 
to Fas-mediated apoptosis because when protein synthesis was inhibited, PB-CIK cells 
became sensitive to Fas-mediated apoptosis. They have also shown that the resistance to 
apoptosis of PB-CIK cells could be due to the synthesis of FasL by CIK cells. In the 
supernatant of CIK cells, there was therefore active soluble FasL that could act against tumor 
cells.   
While Verneris et al showed that bulk PB-CIK as well as CD3+CD56- and CD3+CD56+ PB-
CIK cell subpopulations, were resistant to Fas-
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bulk PB-CIK and CB-CIK cells, as well as CD3+CD56- and CD56+ PB and CB-CIK (that 
included CD3+CD56+ and CD3-CD56+ cells) subpopulations, were sensitive to Fas-mediated 
apoptosis induced by CH11, also used by Verneris et al, and APO-1 (8). In addition, 
apoptosis of CIK-cells was significantly more pronounced with the APO-1 than the CH11 
antibody.   
This contradictory result may reflect the fact that in our hands, Fas expression by PB and CB-
CIK cells was much greater than what was observed by Verneris et al, thereby rendering them 
sensitive to Fas-mediated apoptosis. Indeed, we showed that the expression of Fas increased 
over the course of the culture period for all 3 subpopulations of PB- and CB-CIK cells, and by 
day 21, Fas expression (as measured by mean fluorescence intensity) was approximately 2-4 
times greater (between 70 and 120) than that observed by Verneris et al (mean fluorescence 
intensity ~30) at the same timepoint. This difference of Fas expression is not due to the 
antibody because we used the same clone of antihuman CD95 monoclonal antibody as used 
by Verneris et al. We did use a different concentration of OKT3 (50 ng/mL instead of 25 
ng/mL), and a different culture medium (RPMI instead of x vivo 15 medium); however, we 
consider it unlikely that these modifications explain the difference in expression observed. In 
addition, Verneris et al did not always specify if they tested the sensitivity of CIK cells on 
day 21 or 28. This information is important because they observed a diminution of Fas 
expression on CIK cells on day 28, whereas we did not observe it or very little on CB- and 
PB-CIK cell subpopulations. We also confirmed our data when we used exactly the same 
protocol that was performed by Verneris et al, i.e. elimination of dead cells and incubation of 
cells during 24 h before the apoptotic assay.  
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Additionally, we found that the CH11 antibody provoked significantly less apoptosis than the 
APO-1 antibody. Also, unlike CH11-induced apoptosis, the APO-1-induced apoptosis for a 
given subpopulation (bulk, CD3+CD56- or CD56+ fractions) was similar for CB- and PB-CIK 
cells. These differences between APO-1 and CH11 may be due to the fact that the CH11 
antibody is an IgM, whereas the APO-1 antibody is an IgG. Thus, the dimeric APO-1 
antibody, to provoke an apoptosis signal, has to be cross-linked by an IgG antimouse 
antibody, thereby inducing a more powerful and more consistent apoptosis.  
To evaluate if CIK cell sensitivity to Fas-mediated apoptosis could disrupt the cytotoxic 
activity of these cells, we tested the activation of Fas-mediated apoptosis of CD56+ CB- and 
PB-CIK cell subpopulations against the SU-DHL-4 cell line. In contrast to those of Verneris 
et al, in the presence of CH11 and APO-1 inducers, CD56+ PB-CIK cells were unable to kill 
SU-DHL-4 cells, and CD56+ CB-CIK could do this only partially. The difference between 
CB- and PB-CIK cells for both the sensitivity of Fas-induced apoptosis and their ability to 
still have a cytotoxic effect on SU-DHL-4 cell line could be explained by the fact that CB-
CIK cell subpopulations displayed a weaker Fas expression than PB-CIK cell subpopulations. 
This result is interesting because it suggests that CD56+ CB-CIK cells could be less sensitive 
to Fas-mediated apoptosis than CD56+ PB-CIK cells and may argue for a better efficacy of 
CB-CIK cells against tumor cells that express FasL, although this will have to be confirmed 
clinically. Indeed, all our experiments to evaluate the sensibility of CB- and PB-CIK cells to 
Fas-mediated apoptosis have been performed in vitro using inducers, and the results may be 
different in the clinical situations. 
In conclusion, both CB- and PB-CIK cells are sensitive to Fas-mediated apoptosis but the 
intensity of the detected apoptosis depends upon which inducer is used. The sensitivity of 
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CIK cells to Fas-mediated apoptosis could perhaps explain why the efficacy of CB- and PB-
CIK cells was variable in several patients compared to others. A more detailed understanding 
of the relation between CIK cells and Fas-mediated apoptosis may help elucidate their 
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Figure 1: Expression of Fas on CB- and PB-CIK cells and sensitivity of CB- and PB-CIK 
cells to Fas-mediated apoptosis. PB mononuclear cells and CB mononuclear cells were 
cultured with rhIFNγ, rhIL2 and OKT3 over a 28-day period. (A) On days 0, 21 and 28, CB- 
and PB-CIK cells were stained with anti-CD3, anti-CD56 and anti-CD95 antibodies, and were 
analyzed by flow cytometry. Mean fluorescence intensity of Fas is shown for each 
population: CD3+CD56+, CD3+CD56- and CD3-CD56+ CB- and PB-CIK cells, and activated 
T cells. T cells from PB mononuclear cells were activated by PHA (3.125 µg/ml) and rhIL2 
(40 IU/ml) for 8 days. In the histogram, CB cell populations are shown as white bars, PB cell 
populations are shown as black bars and activated T cells are shown as grey bars. Results are 
represented as the mean value +/-SEM. The experiment was repeated 2 to 6 times using 
independent CB- and PB-CIK cell cultures. *p≤0.038, **p≤0.0095, Mann Whitney test (2-
tailed). (B) A representative example of an overlay of Fas expression using flow cytometry 
for the different subpopulation of CB- and PB-CIK cells on days 0, 21 and 28, and activated T 
cells on days 0 and 8. Isotype control is depicted as a grey filled histogram and day 0, 21, and 
28 as thin, bold, and dashed lines, respectively. (C) On day 21, CD56+ and CD3+CD56- 
subpopulations were isolated from bulk CB- and PB-CIK cells using CD56 magnetic 
microbeads. The different fractions (bulk, CD56+ and CD3+CD56-) were incubated 18 h with 
CH11 (1µg/mL) or APO-1 (100ng/mL and 250ng/mL) antibodies. In the histogram, CB cell 
populations are shown as white bars, PB cell populations are shown as black bars, and 
activated T cells are shown as grey bars. The experiment was repeated 3 times using 




Apoptosis was visualized using annexin and 7AAD. Cells were counted as apoptotic when 
they were annexin+/7AAD- (early apoptotic), and annexin+/7AAD+ (late apoptotic). The 
percent specific apoptosis was calculated as follows: % specific apoptosis = ((% of 
experimental apoptosis) – (% spontaneous apoptosis)) / (100 – spontaneous apoptosis) x 100. 
Results are represented as the mean value +/-SEM. 
 
Figure 2: Fas engagement inhibits the cytotoxic activity of CD56+ CB- and PB-CIK cells 
against the SU-DHL-4 cell line. The CD56+ fraction from CB- and PB-CIK cells were 
purified using CD56 magnetic microbeads. The cytotoxic activity of CD56+ CB- and PB-CIK 
cells was tested against the SU-DHL-4 cell line in the absence (thick lines) or presence of the 
CH11 antibody (1µg/mL; dashed lines) or the APO1 antibody (250µg/mL; thin lines). Results 
are represented as the mean value +/-SEM (n=2 independent CD56+ CB- and CD56+ PB-CIK 
cell cultures). The curves with the presence of the CH11 and APO-1 antibodies were 
compared to the curve without antibody. *p≤0.05, **p≤0.01 and ***p≤0.001, ANOVA test 



































































































































CD3+CD56+ CB-CIK CD3+CD56- CB-CIK CD3-CD56+ CB-CIK 
Figure 1B 
CD3+CD56+ PB-CIK CD3+CD56- PB-CIK CD3-CD56+ PB-CIK 
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Au cours de mes études doctorales, j’ai étudié la population cellulaire nommée « les cellules 
CIK » afin de développer une nouvelle thérapie cellulaire contre la pré-B LAL chez les 
enfants en rechute de la maladie après TCSH. J’ai pu démontrer à la fois in vitro et in vivo 
dans un modèle murin xénogénique que les cellules CIK, plus particulièrement la fraction 
CD56+ des cellules CIK, sont cytotoxiques contre les cellules pré-B LAL, et que leur activité 
lytique peut être augmentée par un traitement à l’IFN-α. De plus, pour éliminer les cellules 
pré-B LAL, les cellules CD56+ de la culture CIK peuvent utiliser à la fois les voies NKG2D et 
TRAIL, selon la lignée cellulaire pré-B LAL utilisée. Selon la provenance des cellules 
mononucléées ayant servies à l’expansion des cellules CIK, l’efficacité du mécanisme 
d’action pour tuer la lignée cellulaire pré-B LAL peut différer. Il semble aussi que les cellules 
CD56+ dérivées de sang de cordon sont plus efficaces pour tuer les cellules pré-B LAL que 
celles obtenues avec des cellules mononucléées de sang périphériques. Enfin, les cellules CIK 
semblent être sensibles à l’apoptose par Fas, ce qui pourrait avoir un impact sur leur efficacité 
en clinique advenant leur utilisation chez un patient dont les cellules tumorales pourraient 
exprimer le FasL. 
 
 I-  Utilisation des cellules tueuses induites par des cytokines dans le  
               cadre de l’immunothérapie 
Le protocole d’expansion des cellules CIK a été mis en place il y a environ une vingtaine 
d’années (Schmidt-Wolf, Negrin et al. 1991) et depuis, de nombreuses études ont démontré à 
la fois in vitro et in vivo dans des modèles murins xénogéniques, l’efficacité des cellules CIK 
pour éliminer les cellules tumorales (Introna, Franceschetti et al. 2006; Kim, Lim et al. 2007). 
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Par ailleurs, le mécanisme d’action de ces cellules a été étudié par quelques équipes, 
démontrant l’implication de certains récepteurs, tels que le NKG2D, le LFA-1 et le TRAIL 
(Schmidt-Wolf, Lefterova et al. 1993; Verneris, Karami et al. 2004; Kuci, Rettinger et al. 
2010). De plus, il a été montré que l’utilisation in vivo des cellules CIK est sécuritaire, 
puisque leur injection dans les souris et chez les patients n’entraîne pas ni de toxicité ni de 
GVHD. C’est l’ensemble des caractéristiques citées ci-dessus qui nous a conduit à travailler 
sur ces cellules CIK, en particulier l’absence de GVHD suite à leur utilisation, 
comparativement aux cellules T, tout en ayant une activité anti-tumorale (Nishimura, Baker et 
al. 2008).  
Il est vrai qu’avant le début  de  mon projet de doctorat, il a été observé dans quelques études 
que les cellules CIK ne sont pas efficaces à l’élimination des cellules LAL contrairement aux 
cellules LAM (Linn, Lau et al. 2002), et que la transduction du CAR-CD19 dans les cellules 
CIK permet d’augmenter la lyse des cellules LAL exprimant le récepteur CD19 (Marin, 
Kakuda et al. 2007). À l’inverse, une équipe a démontré que les cellules CIK dérivées de 
patients peuvent tuer de façon efficace les cellules LAL (Hongeng, Petvises et al. 2003). De 
plus, une autre étude a montré que l’activité cytotoxique des cellules CIK peut être améliorée 
par l’intermédiaire de cytokine (Zoll, Lefterova et al. 1998).  
Ces différentes études, quelque peu contradictoires, nous ont encouragés à utiliser les cellules 
CIK pour développer une immunothérapie contre la pré-B LAL. Néanmoins, il a fallu utiliser 
ces cellules CIK selon un protocole différent de ce qui a déjà été fait si nous voulions 
observer une activité cytotoxique contre les cellules pré-B LAL.  
Par ailleurs, nous avons décidé de développer notre stratégie immunothérapeutique à partir de 
sang de cordon, puisqu’il a été démontré que les cellules CIK peuvent être facilement 
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amplifiées à partir de sang de cordon, voir même à partir du résidu cellulaire des unités de 
sang de cordon après infusion chez les patients (Introna, Franceschetti et al. 2006), ce qui est 
intéressant, puisque la TCSH à partir de sang de cordon est de plus en plus utilisée chez les 
patients pédiatriques (mai 2012).  
 
 II-  Stratégie d’une meilleure utilisation des cellules tueuses induites 
                par des cytokines 
Les cellules CIK sont différenciées à partir de cellules mononucléées de sang périphérique ou 
de sang de cordon. Au bout de vingt et un à vingt-huit jours de culture, il y a un mélange de 
trois populations cellulaires : c’est ce que nous appelons les cellules CIK. Les trois 
populations cellulaires qui constituent les cellules CIK sont les cellules CD3+CD56- 
(lymphocytes T), les cellules CD3-CD56+ (cellules NK) et les cellules CD3+CD56+. La 
particularité des cellules CIK est l’expansion au cours de la culture des cellules doubles 
positives CD3+CD56+. Quelques études ont analysé l’activité cytotoxique de ces sous-
populations cellulaires afin de déterminer si les trois types de cellules contribuent à 
l’élimination des cellules tumorales (Lu and Negrin 1994; Sangiolo, Martinuzzi et al. 2008). 
Comme nous l’avons observé et ce qui a été démontré, les cellules CD3+CD56- ont peu ou pas 
d’activité lytique contre les cellules tumorales. Par contre, la fraction CD56+ incluant les 
cellules CD3+CD56+ et CD3-CD56+, ainsi que les cellules CD3+CD56+ seules, peuvent tuer 
efficacement les cellules tumorales. Il est intéressant de noter que toutes les études effectuées 
avec les cellules CIK pour déterminer leur activité cytotoxique contre des cellules tumorales 
ont été réalisées à partir des cellules CIK non purifiées, et non des cellules cytotoxiques à 
savoir la fraction CD56+ (Schmidt-Wolf, Negrin et al. 1991; Linn, Lau et al. 2002; Introna, 
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Franceschetti et al. 2006). Il en est de même pour les études impliquant les cellules CIK vis-à-
vis des cellules LAL (Linn, Lau et al. 2002). De ce fait, nous avons décidé d’utiliser 
seulement la fraction CD56+ des cellules CIK, puisque c’est cette fraction qui possède le 
potentiel cytotoxique, et que le reste des cellules (CD3+CD56-), n’intervienne pas dans la lyse 
tumorale. De plus, l’élimination des cellules CD3+CD56- entraîne sûrement la suppression des 
cellules T régulateurs, qui peuvent favoriser une tolérance immunitaire vis-à-vis des cellules 
tumorales, et donc inhiber l’activité cytotoxique des cellules effectrices. En effet, l’ajout de 
l’IL-6 au début de la culture des cellules CIK permet d’augmenter la prolifération des 
cellules, ainsi que leur activité cytotoxique (Lin, Wang et al. 2012). Cette amélioration de 
l’activité lytique peut être reliée indirectement à la diminution des cellules T régulateurs dans 
la culture. De ce fait, la suppression des cellules T régulateurs lors de la sélection de la 
fraction CD56+ pourrait donc favoriser l’activité cytotoxique contre les cellules tumorales, en 
particulier contre les cellules pré-B LAL. En effet, nous avons pu observer une augmentation 
de la lyse des cellules pré-B LAL en utilisant la fraction CD56+ comparativement aux cellules 
CIK non purifiées. Il serait intéressant de récupérer les cellules T régulateurs classiques qui 
sont CD3+CD4+CD25+FoxP3+ de la culture afin de les ajouter dans la fraction CD56+ lors des 
tests de cytotoxicité. Ceci nous permettrait de déterminer leur influence sur l’activité 
cytotoxique de la fraction CD56+. Aussi, il faudrait regarder l’impact des cellules T 
régulateurs du patient sur l’activité cytotoxique des cellules CIK après injection. Des études 
approfondies aussi bien in vitro qu’in vivo seraient nécessaires, afin de savoir si l’activité 
cytotoxique des cellules CIK est inhibée par ces cellules régulatrices. 
Par ailleurs, nous observons que la lyse des cellules pré-B LAL par les cellules CIK est plus 
faible que les autres lignées cancéreuses (K562 et U266; voir chapitre 3). D’autres équipes 
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ont également observé cet effet (Linn, Lau et al. 2002; Marin, Dander et al. 2006). Il serait 
donc intéressant d’étudier cet effet afin de comprendre ce qui peut rendre les cellules pré-B 
LAL plus résistantes à la lyse par les cellules CIK par rapport aux autres cellules cancéreuses. 
Par exemple, nous pourrions étudier la liaison cellulaire entre les cellules CIK et les cellules 
cibles, comme déjà testé sur des cellules LAM (Pievani, Borleri et al. 2011), et voir s’il y a 
une plus faible liaison avec les cellules pré-B LAL comparé à d’autres cellules cancéreuses. 
Aussi, il serait intéressant d’analyser l’implication du CMH sur l’activité cytotoxique des 
cellules CIK, puisqu’une équipe a montré que la lyse des cellules LAM par les cellules CIK 
est inhibée avec l’ajout d’un anticorps anti-CMH bloquant (Linn, Lau et al. 2009). De ce fait, 
une expression plus faible des molécules HLA de classe I sur les cellules pré-B LAL comparé 
aux autres cellules cancéreuses pourrait expliquer la faible cytotoxique de ces cellules. Et il 
serait donc important de tester la voie du CMH/TCR sur les cellules pré-B LAL. Enfin, 
l’analyse complète des récepteurs inhibiteurs et activateurs des cellules NK se retrouvant sur 
les cellules CIK serait intéressante ainsi que les différents ligands de ces récepteurs sur les 
cellules pré-B LAL. Ceci pourrait peut-être expliquer pourquoi les cellules pré-B LAL sont 
moins sensibles aux cellules CIK que les cellules LAM (Linn, Lau et al. 2002). La différence 
pourrait se situer dans une « up-régulation » des ligands inhibiteurs et une « down-
régulation » des ligands activateurs sur les cellules pré-B LAL comparé aux cellules LAM.  
Plusieurs études ont modifié l’expansion des cellules CIK en ajoutant ou en inter-changeant 
une cytokine ou un anticorps. Il y a eu la comparaison entre l’IL-2 et l’IL-7, l’IL-2 et l’IL-15, 
l’OKT3 et la thymoglobuline, ou encore l’ajout de l’anticorps anti-CD137, pour ne citer que 
quelques uns (Zoll, Lefterova et al. 1998; Zhu, Ju et al. 2009; Bonanno, Iudicone et al. 2010; 
Kuci, Rettinger et al. 2010; Rettinger, Kuci et al. 2012). L’IL-7 a été utilisée pour sa capacité 
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à induire la prolifération des cellules T CD4+ et CD8+,(Chazen, Pereira et al. 1989; Hickman, 
Crim et al. 1990) et pour son implication dans l’activité des cellules LAK (Armitage, Namen 
et al. 1990; Jicha, Mule et al. 1991). L’IL-15 a été choisi pour son rôle majeur dans la 
différentiation et l’activation des cellules NK (Becknell and Caligiuri 2005). La 
thymoglobuline a été utilisée pour sa capacité dans la stimulation, la prolifération et la 
production de cytokines sur les lymphocytes (Deeks and Keating 2009). Enfin, l’anticorps 
anti-CD137 a été choisi pour son rôle dans la prolifération et production de cytokines par les 
cellules T et NK (Takahashi, Mittler et al. 2001).  Tous ces cytokines et anticorps agissent 
donc au niveau des cellules T et/ou NK. Toutes ces études ont observé une amélioration de 
l’activité cytotoxique des cellules CIK. De ce fait, nous avons également voulu utiliser 
également une cytokine afin d’améliorer l’activité cytotoxique de la fraction CD56+ contre les 
cellules pré-B LAL. Nous nous sommes donc intéressés à la cytokine IFN-α. Cette cytokine 
est produite lors de réponses aux infections par divers types cellulaires incluant les DC. Des 
études ont montré que l’IFN-α est impliqué dans l’activation et la fonction des cellules T et 
NK (Lehtonen, Lund et al. 2003; Swann, Hayakawa et al. 2007). De plus, l’utilisation de 
l’IFN-α dans des essais cliniques chez des patients avec un mélanome métastatique (Gogas, 
Ioannovich et al. 2006), une LMC (Molldrem, Lee et al. 2000) et une LAL (Wassmann, 
Scheuring et al. 2003; Piccaluga, Martinelli et al. 2008) montre quelques réponses cliniques.  
Sachant que la sous-population cellulaire CD3+CD56+ des cellules CIK provient des cellules 
T qui acquièrent le marqueur CD56+ (Schmidt-Wolf, Lefterova et al. 1993), nous avons émis 
l’hypothèse que l’IFN-α pourrait à la fois influencer la fonction de cette sous-population et 
celle des cellules NK. Nous avons pu démontrer que le traitement par l’IFN-α sur la fraction 
CD56+ des cellules CIK entraîne une augmentation de la lyse des cellules pré-B LAL. De 
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plus, nous avons pu observer que le traitement par l’IFN-α agit sur l’expression de certains 
récepteurs de surface, dont le CD69 et le TRAIL. La molécule CD69 est un marqueur 
d’activation précoce qui est exprimé sur les lymphocytes T au tout début d’une réponse 
immunitaire et provoque l’activité cytotoxique de ces cellules NK, mais pas des cellules T α/β 
(Moretta, Poggi et al. 1991). L’augmentation de l’intensité de ce récepteur sur la sous-
population cellulaire CD3+CD56+ pourrait laisser supposer que l’IFN-α augmenterait encore 
plus fortement l’activation de ces cellules, voir peut être leur effet cytotoxique. La molécule la 
plus intéressante est cependant le TRAIL, dont l’intensité (et le nombre) est également 
augmentée sur la population double positive CD3+CD56+. Plusieurs groupes ont déjà montré 
que l’IFN-α peut augmenter l’activité cytotoxique des cellules T et NK en augmentant 
l’expression de TRAIL (Kayagaki, Yamaguchi et al. 1999; Sato, Hida et al. 2001). Nous 
pouvons donc supposer que les cellules CD3+CD56+ utilisent en partie la cytotoxicité par 
TRAIL pour éliminer les cellules pré-B LAL lorsque traitées par l’IFN-α. Afin de démontrer 
ce mécanisme d’action des cellules CD56+, il faudrait tester l’activité cytotoxique avec ou 
sans l’IFN-α, sur une lignée cellulaire résistante à l’apoptose par TRAIL, comme la lignée 
K562 (Di Pietro, Secchiero et al. 2001; Qiu, Jiang et al. 2012). De ce fait, nous avons déjà 
confirmé que la lignée cellulaire K562 est bien insensible à l’apoptose par TRAIL (Figure 
3.4). Ensuite, l’activité cytotoxique des cellules CD56+ traitées ou non par l’IFN-α contre la 
lignée cellulaire K562 devrait être testée. Si nous n’observons pas de différence de lyse des 
cellules cibles entre les cellules CD56+ traitées et celles non traitées par l’IFN-α, ce résultat 
permettra de confirmer que l’IFN-α agit sur l’activité cytotoxique des cellules CD56+ 
seulement par la voie TRAIL, puisque si d’autres voies lytiques sont impliquées, nous 
observerons une augmentation de la lyse des cellules K562.  
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Par ailleurs, nous avons analysé l’expression des récepteurs KIR sur les cellules CB-CIK 
(Figure 7 en annexe). Nous avons observé que les sous-populations cellulaires CD3+CD56+ et 
CD3+CD56- n’expriment pas les récepteurs KIR tels que KIR2DL1, KIR2DL2/DL3 et 
KIR3DL1. Pour la sous-population cellulaire CD3-CD56+, il y a une petite partie des cellules 
qui exprime les récepteurs KIR2DL2/DL3 et KIR3DL1, mais pas KIR2DL1. L’effet de 
l’IFN-α n’entraîne pas de changement dans l’expression de ces trois récepteurs KIR. Il est 
important de noter que nous n’avons pas regardé l’ensemble des KIR sur les cellules CB-CIK, 
mais seulement les trois récepteurs déjà étudiés dans la littérature (Franceschetti, Pievani et al. 
2009). Par ailleurs, nous avons analysé l’expression des récepteurs KIR seulement sur les 
cellules CIK provenant de sang de cordon. Il serait donc judicieux de faire également 
l’analyse de ces récepteurs sur les cellules CIK provenant de sang périphérique, puisque 
l’expression de ces récepteurs pourrait être différente comme nous l’avons observée avec 
d’autres récepteurs (voir chapître 3). Aussi, le manque d’expression des récepteurs KIR sur 
les sous-populations cellulaires CD3+CD56+ et CD3+CD56- n’est pas forcément étonnant, 
puisque ce sont des cellules T, et non des cellules NK. Cependant, il a déjà été montré que des 
cellules T CD8 peuvent acquérir des marqueurs KIR (Battistini, Borsellino et al. 1997; 
Bjorkstrom, Beziat et al. 2012). Enfin, comparé à l’étude d’Introna et al 2009, nous observons 
une différence d’expression des récepteurs KIR, à savoir une expression de ces récepteurs sur 
les sous-populations cellulaires CD3+CD56+ et CD3+CD56-. Ce résultat peut s’expliquer par 
le fait que les cellules provenant de sang de cordon comparé aux cellules de sang 
périphérique, puisqu’il existe des différences entre ces deux sources de cellules dans la 
fréquence de cellules T naïves et mémoires, et dans la fontion (Lin, Yan et al. 2012).  
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De plus, il serait intéressant de voir l’effet de l’IFN-α sur l’expression de certains marqueurs 
sur les cellules pré-B LAL, tels que les récepteurs DR4, DR5 et les ligands NKG2D. En effet, 
il a été montré dans la littérature que l’IFN-α stimule l’expression de ces récepteurs 
permettant ainsi l’élimination des cellules cancéreuses (Shigeno, Nakao et al. 2003; Zhang, 
Niu et al. 2008). Par conséquent, l’activité cytotoxique des cellules CIK serait peut-être plus 
efficace si les cellules pré-B LAL étaient traitées également par l’IFN-α.  
Par ailleurs, l’IFN-α a aussi été montré à être impliqué dans la régulation du système 
immunitaire (Le Bon, Etchart et al. 2003; Le Bon, Schiavoni et al. 2001). L’IFN-α exerce ses 
effets sur les cellules immunitaires soit directement, à travers le récepteur de l’IFN-α, ou 
indirectement, (1) soit par l’induction de chimiokines, (2) soit la sécrétion du deuxième vague 
de cytokines, ou (3) soit la stimulation d’autres types cellulaires. Sachant que les cellules 
CIK, en particulier les cellules CD3+CD56+ partagent des propriétés fonctionnelles à la fois 
des cellules T et NK, l’IFN-α pourrait donc agir de plusieurs manières. Il a été montré que les 
IFN de type 1 améliorent la capacité des cellules NK à tuer les cellules cibles et à produire 
l’IFN-γ par des mécanismes directes ou indirectes (Nguyen, Salazar-Mather et al. 2002; Lee, 
Rao et al. 2000). Par conséquent, les IFN de type 1 permettent l’accumulation et/ou la survie 
des cellules NK par l’induction de l’IL-15 dépendant de la voie STAT1 (Nguyen, Salazar-
Mather et al. 2002). Les IFN de type 1 améliorent aussi la production ou sécrétion d’autres 
cytokines à travers une boucle autocrine d’IFN-γ (Ortaldo, Phillips et al. 1980). Sur les 
cellules T CD4+, les IFN de tye 1 ont été décrits à avoir des effets directs en favorisant leur 
différentiation en cellules T de type Th1 sécrétant l’IFN-γ (Brinkmann, Geiger et al. 1993).  
De plus, d’autres études indiquent que les IFN de type 1 pourraient agir sur les cellules T 
CD8+. Les effets des IFN de type 1 permettent la production de l’IFN-γ par ces cellules par la 
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voie dépendante de STAT4 (Nguyen, Watford et al. 2002), et permettent leur survie cellulaire 
(Marrack, Kappler et al. 1999). De plus, les IFN de type 1 agissent directement sur les cellules 
T CD8+, en favorisant leur prolifération et différentiation en cellules mémoires (Kolumam, 
Thomas et al. 2005). En complément, l’IFN-α pourrait réguler des gènes critiques impliqués 
dans les fonctions de LTC (Agarwal, Raghavan et al. 2009). Il serait donc important 
d’approfondir nos données sur l’implication de l’IFN-α sur les cellules CIK, et d’analyser 
plus en détail les différents effets que peut avoir cette cytokine sur ces cellules, comme par 
exemple sur la survie cellulaire, sur la production d’autres cytokines, et sur la différentiation.  
De plus, il faut s’assurer d’avoir un pourcentage et un nombre élevés de cellules CD3+CD56+ 
puisque l’activité cytotoxique provient essentiellement de cette sous-population cellulaire. 
Nous utilisons donc les cellules CIK entre vingt et un et trente-cinq jours de culture, puisque 
c’est à ce moment que l’amplification massive des cellules CD3+CD56+ a été répertoriée 
(Franceschetti, Pievani et al. 2009). Après 35 jours de culture, les cellules CIK, toutes sous-
populations confondues, diminuent.  
Il est important de noter que l’ensemble de ces expériences a été réalisé en utilisant des 
lignées pré-B LAL, et que les résultats observés peuvent être différents sur des blastes 
primaires de patients. Une expérience préliminaire a été effectuée, mais malheureusement 
nous n’avons pas pu analyser le résultat, puisque l’incorporation du chrome dans les blastes 
de patients était faible. En effet, il est important d’avoir une bonne  incorporation du chrome 
dans les cellules cibles (minimum 600 cpm) afin de pouvoir interpréter le résultat. Une 
incorporation plus faible rendrait le résultat peu fiable, puisque le relargage spontané peut 
atteindre 200 cpm. Par ailleurs, une expérience de l’activité cytotoxique des cellules CIK 
contre des blastes de patients a été effectuée en cytométrie de flux. Nous avons observé que 
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les cellules CIK peuvent lyser les blastes de patients à environ 30% de lyse pour le ratio 1/40. 
Il serait donc intéressant d’utiliser la technique de cytotoxicité par la cytométrie de flux afin 
de ne plus avoir de problème d’incorporation du chrome dans les blastes de patients. De plus 
grâce à cette technique, nous pourrions tester l’activité cytotoxique des cellules CIK à quatre 
heures d’incubation avec les cellules tumorales, mais aussi à un temps plus long d’exposition. 
En effet, il se pourrait qu’une plus grande exposition des cellules CIK avec les cellules 
tumorales puisse augmenter la lyse de ces dernières. 
D’autre part, il faudrait analyser les différentes molécules exprimées à la surface des cellules 
pré-B LAL, en particulier les molécules immuno-tolérantes qui permettent aux cellules 
tumorales d’échapper au système immunitaire. Il y a deux récepteurs de modulation qui ont 
été largement étudiés, à savoir le récepteur CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated 
antigen 4) et le récepteur PD1 (programmed cell death protein). Ces deux récepteurs sont des 
inhibiteurs qui permettent de réguler les réponses immunes à différents niveaux et par 
différents mécanismes.  
Le récepteur CTLA4 est exprimé exclusivement sur les cellules T dont son rôle principal est 
de réguler l’amplification des cellules T activées. Ce récepteur entre en compétition avec le 
récepteur de co-stimulation CD28 (Schwartz. 1992; Lenschow, Walunas et al. 1996; Rudd, 
Taylor et al. 2009). Les récepteurs CD28 et CTLA4 partagent les mêmes ligands, tels que les 
molécules CD80 et CD86 (Hathcock et al. 1993; Freeman et al. 1993; Azuma et al. 1993). De 
ce fait, les cellules pré-B LAL pourraient exprimer les ligands de CTLA4 afin de bloquer la 
prolifération des cellules effectrices.  
En opposition au récepteur CTLA4, le rôle majeur du récepteur PD1 est de limiter l’activité 
des cellules T dans les tissus périphériques lors d’une infection ou de limiter l’autoimmunité 
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(Ishida, Agata et al. 1992; Freeman et al. 2000; Keir et al. 2006). L’expression du récepteur 
PD1 est induite quand les cellules T sont activées (Ishida, Agata et al. 1992). Les deux ligands 
de PD1 sont PDL1  et PDL2 (Freeman et al. 2000; Dong, Zhu et al. 1999; Latchman et al. 
2000). Quand le récepteur PD1 intéragit avec ses ligands, il inhibe les kinases qui sont 
impliquées dans l’activation des cellules T (37). De ce fait, ce serait aussi un mécanisme que 
pourrait utiliser les cellules pré-B LAL pour échapper aux cellules effectrices. 
L’étude de ces deux molécules modulatrices de la réponse immune ainsi que de leurs ligands 
permettrait peut-être de comprendre pourquoi les cellules pré-B LAL sont plus résistantes à la 
lyse par les cellules CIK que les autres cellules tumorales. De plus, il faudrait regarder l’effet 
de l’IFN-α sur l’expression de ces différentes molécules, afin de savoir s’il y a une 
augmentation ou diminution de ces récepteurs. 
 
 III-  Développement de l’immunothérapie dans un modèle murin 
                  xénogénique 
Pour développer un nouveau traitement d’immunothérapie cellulaire contre la LAL, nous 
avons utilisé un modèle préclinique constitué de souris NSG. Ces souris sont extrêmement 
immunodéficentes, puisqu’elles ne possèdent pas de lymphocytes T, B et de cellules NK. 
L’absence de ces populations cellulaires est due au fait qu’elles ne peuvent plus faire le 
réarrangement des chaînes TCR et BCR (B receptor cell), donc les cellules T et B ne peuvent 
plus se différencier et par conséquent meurent. Ceci est provoqué par la mutation de perte de 
fonction du gène PrkdcSCID. Ce gène code pour une protéine qui répare les cassures de l’ADN, 
un processus qui se déroule dans le développement des lymphocytes T et B (recombinaison 
V(D)J). De plus, les souris ne possèdent plus la chaîne γ du récepteur à l’IL-2, laquelle est 
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commune à plusieurs cytokines impliquées dans le développement des lymphocytes et 
cellules NK. Par conséquent, ces souris n’ont pas de cellules NK. En plus, les souris sont sous 
le fond génétique NOD, ce qui fait que leurs macrophages et DC ont une fonction diminuée. 
De ce fait, ces souris ne rejettent pas des cellules humaines qui leur sont injectées. Nous 
avons aussi préféré les souris NSG aux souris NOD/SCID et nude, car les souris NOD/SCID 
possèdent toujours des cellules NK qui sont fonctionnelles et de ce fait ont une activité 
cytotoxique contre des cellules xénogéniques. D’autre part, les souris nude, par l’absence 
d’un thymus, n’ont pas de lymphocytes T, mais ont toujours des cellules NK qui peuvent agir 
sur les cellules xénogéniques (Carreno, Garbow et al. 2009; Sartelet, Durrieu et al. 2012) . 
Nous avons démontré qu’une lignée pré-B LAL injectée dans les souris NSG se développe 
plus rapidement que dans les souris NOD/SCID (données non montrées). De plus, le 
traitement par l’IFN-α d’origine murine entraîne une forte prolongation de la survie des souris 
NOD/SCID, et n’a aucun effet dans le modèle utilisant les souris NSG, laissant suggérer que 
l’IFN-α agit sur les cellules NK,  puisque la différence entre ces deux modèles de souris se 
situent au niveau de la présence des cellules NK.  
Nous avons donc utilisé la fraction CD56+ des cellules CIK que nous avons traitée par l’IFN-
α avant d’injecter dans les souris NSG en même temps que la lignée pré-B LAL. Nous avons 
pu observer une prolongation de la survie des souris lorsqu’elles reçoivent à la fois la lignée 
pré-B LAL et la fraction CD56+ comparativement à celles ne recevant que la lignée pré-B 
LAL. De plus, le traitement par l’IFN-α permet d’augmenter encore plus la survie des souris, 
de façon significative. Il aurait été intéressant d’étudier plus en détail le traitement de l’IFN-α 
sur les cellules CD56+, à savoir si l’injection de l’IFN-α au quotidien dans les souris est 
nécessaire ou si seulement la pré-incubation avec les cellules CD56+ avant injection est 
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suffisante. Il faudrait donc répéter l’expérience du chapitre 2 (Figure 2.7), en ajoutant un 
groupe de souris NSG recevant la lignée pré-B LAL avec les cellules CD56+ non traitées par 
l’IFN-α et recevant au quotidien de l’IFN-α. De plus, il y aurait un groupe de souris NSG 
recevant la lignée pré-B LAL avec les cellules CD56+ traitées par l’IFN-α, mais n’étant pas 
traité au quotidien par l’IFN-α.  
Par ailleurs, il serait intéressant d’étudier l’implication de l’augmentation de l’expression de 
TRAIL sur les cellules CIK par l’IFN-α (Figure 2.6; chapître 2), à savoir si l’effet bénéfique 
observé in vivo est dû à celle-ci. Pour répondre à cette hypothèse, il faudrait répéter la même 
expérience (voir figure 2.7; chapitre 2) mais en utilisant la lignée cellulaire NALM6, puisque 
nous avons démontré que les cellules CB-CIK sans traitement par l’IFN-α n’utilisent pas la 
voie TRAIL pour tuer cette lignée (figure 3.5; chapitre 3). De plus, il faudrait ajouter un 
groupe de souris qui serait traité par un anticorps bloquant la voie TRAIL. Si nous observons 
une augmentation de la survie dans le groupe de souris injectées avec les cellules CB-CIK et 
traitées par l’IFN-α, mais pas dans le groupe de souris injectées avec les cellules CB-CIK, et 
traitées par l’IFN-α et par l’anticorps bloquant (qui devrait être comparable au groupe de 
souris non traitées avec l’IFN-α), alors nous pourrions confirmer que l’augmentation de 
l’expression de TRAIL par l’IFN-α sur les cellules CIK est responsable de cet effet bénéfique. 
Par la suite, le point faible de notre modèle d’immunothérapie dans les souris NSG est que 
toutes les souris finissent par mourir, qu’aucune ne parvient à éliminer complètement les 
cellules pré-B LAL injectées, et que la prolongation de la survie, même si elle est 
significative, reste modérée (10 jours). Cette augmentation de la durée de survie est quand 
même encourageante, puisque les souris NSG ne produisent pas de cytokine humaine, en 
particulier l’IL-2 et l’IL-15, qui sont deux cytokines importantes pour la prolifération et la 
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survie des lymphocytes T et des cellules NK. Par conséquent, lors de l’injection de la fraction 
CD56+ des cellules CIK, les cellules se retrouvent subitement dépourvues d’IL-2, étant donné 
que nous n’injectons pas cette cytokine dans les souris. Sachant que nous ajoutons l’IL-2 à 
chaque changement de milieu lors de la culture cellulaire, les cellules CIK se retrouvent donc 
en carence. Il n’est donc pas forcément surprenant de n’observer qu’une courte prolongation 
de la survie des souris NSG. En plus, nous avons montré que le nombre de cellules CD3+ 
humaines diminue après injection dans le sang des souris, alors que ce n’est pas le cas lors de 
l’injection de ces cellules chez les patients (Olioso, Giancola et al. 2009; Yang, Lu et al. 
2012). Aussi dans une expérience préliminaire, nous avons pu démontrer que le pourcentage 
des cellules CIK injectées dans les souris est plus élevé lorsque les souris reçoivent de l’IL-2 
au quotidien (Figure 1 en annexe).  
Par ailleurs, il serait important de mieux étudier la persistance des cellules CIK chez les 
patients injectées. La durée de vie de ces cellules serait essentielle à être déterminée, afin de 
savoir si elles peuvent toujours éliminer les cellules tumorales, et de savoir si une ré-injection 
de cellules CIK est nécessaire. L’ensemble des études cliniques ne fait pas une analyse à long 
terme (plusieurs années) de la présence des cellules CIK chez les patients ayant eu une 
réponse complète et survivant pendant plusieurs années. De plus, dans ces études, ils ne 
parlent que de l’augmentation des populations cellulaires, en particulier les cellules 
CD3+CD56+, et non de la survie cellulaire. 
Vu que le point critique concerne la survie des cellules CIK, nous pourrions envisager de 
modifier ces cellules en rajoutant par exemple un gène de cytokine afin d’éviter une mortalité 
précoce dans les souris NSG. L’introduction de l’IL-2 dans les cellules CIK pourrait 
prolonger leur survie dans les souris NSG. Nous pourrions aussi ajouter le gène de l’IFN-α 
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dans les cellules CIK, afin que ce dernier agisse directement sur les cellules, et évitant 
l’injection au quotidien des souris avec cette cytokine.  
 
 IV.  Absence de toxicité des cellules tueuses induites par des  
                 cytokines 
Une des caractéristiques majeures des cellules CIK est qu’elles n’induisent pas ou très peu de 
GVHD lors de leur injection chez les souris et chez l’homme (Schmidt-Wolf, Finke et al. 
1999; Introna, Borleri et al. 2007; Nishimura, Baker et al. 2008) contrairement à l’injection 
des DLI. Il a été démontré que la faible toxicité des cellules CIK repose en partie dans une 
prolifération diminuée de ces cellules et une migration plus faible dans les organes cibles de 
GVHD, comme les intestins et le foie (Nishimura, Baker et al. 2008). De plus, il a été suggéré 
que la forte production de la cytokine IFN-γ par les cellules CIK permet d’éviter le 
déclenchement de la GVHD dans les souris (Baker, Verneris et al. 2001). Nous avons 
démontré dans le modèle de souris NSG irradiées que l’injection de la fraction CD56+ des 
cellules CIK n’entraîne ni de mortalité des souris, ni de signe de GVHD. De plus, le 
traitement par l’IFN-α induit très peu de GVHD lorsque la fraction CD56+ des cellules CIK 
est injectée dans les souris. Cependant, nos expériences de l’effet GVHD des cellules CIK 
dans le modèle de souris NSG ont été effectuées seulement avec des cellules CIK provenant 
de sang de cordon. Il serait donc judicieux de faire les mêmes expériences en utilisant les 
cellules CIK de sang périphérique, puisque nous observons in vitro des différences au niveau 
de l’expression de certains marqueurs (voir figure 3.2; chapitre 3), et aussi au niveau du 
mécanisme d’action (voir figure 3.4; chapitre 3) entre les cellules CIK provenant de sang de 
cordon et de sang périphérique. Néanmoins, il ne devrait pas y avoir de différence de l’effet 
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GVHD des cellules CIK, puisqu’il a déjà été démontré par d’autres équipes que les cellules 
CIK de sang périphérique n’induisaient pas ou peu d’effet GVHD (Schmidt-Wolf, Negrin et 
al. 1991; Nishimura, Baker et al. 2008).  
Par ailleurs, un patient atteint d’un hépatocarcinome recevant des cellules CIK avec de l’IFN-
α dans le cadre d’un essai clinique s’est retrouvé en rémission complète, sans aucune toxicité 
attribuable à l’injection des cellules CIK et de l’IFN-α (Olioso, Giancola et al. 2009). Ce 
résultat est fort pertinent et il serait donc intéressant de tester dans un nombre plus élevé de 
patients les cellules CIK avec l’IFN-α.  
 
 V.  Mécanisme d’action des cellules tueuses induites par des  
                cytokines 
Le mécanisme d’action des cellules CIK a été étudié par plusieurs équipes. Les cellules CIK 
utilisent le récepteur LFA-1 pour interagir avec les cellules cibles exprimant à leur surface 
ICAM-1 (Lu and Negrin 1994). De plus, les cellules CIK n’utilisent pas la reconnaissance du 
complexe TCR/CMH pour supprimer les cellules tumorales, tel que démontré par l’absence 
d’inhibition par des anticorps bloquants dirigés contre ces récepteurs (Lu and Negrin 1994). Il 
a également été démontré que les cellules CIK éliminent les cellules tumorales par 
l’intermédiaire du récepteur NKG2D et que les cellules cibles peuvent exprimer les ligands de 
NKG2D (Verneris, Karami et al. 2004). Un point critique de cette étude est que le mécanisme 
d’action des cellules CIK a été analysé que sur une seule lignée cellulaire, alors que certaines 
études en font référence au niveau de l’introduction et affirme que les cellules CIK tuent 
principalement les cellules tumorales par la voie du NKG2D, en omettant de mentionner que 
l’étude a été réalisée seulement avec des cellules myéloïdes (Kornacker, Verneris et al. 2006; 
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Sangiolo, Martinuzzi et al. 2008). Quelques équipes ont poursuivi l’analyse de ce mécanisme 
d’action cytotoxique des cellules CIK. Une étude a démontré que les cellules CIK peuvent 
tuer les lignées cellulaires de lymphome B en utilisant le récepteur NKG2D, ainsi que 
d’autres récepteurs, dont le NKp30 et le DNAM-1 (Pievani, Borleri et al. 2011). De plus, ils 
ont observé que les cellules CIK peuvent ne pas utiliser la voie du NKG2D pour tuer les 
cellules tumorales comme la lignée RAJI, alors qu’elles l’utilisent contre la lignée MOLT4. 
Dans une autre étude, les auteurs ont regardé l’efficacité des cellules CIK contre le 
rhabdomyosarcome (Kuci, Rettinger et al. 2010), où ils ont démontré que la voie principale 
utilisée passe par le récepteur NKG2D, mais qu’il est aussi possible d’emprunter le 
mécanisme TRAIL.  
Lorsque nous avons commencé à analyser le mécanisme d’action des cellules CIK, nous nous 
sommes tout d’abord intéressé à la voie de perforine/granzyme, tel que déjà démontré (Mehta, 
Schmidt-Wolf et al. 1995). Nous avons d’abord observé la présence de perforine, granzyme B 
et granulysine dans les cellules CIK (Figure 3.2). Par la suite, nous avons utilisé des 
inhibiteurs de la voie perforine/granzyme, tels que EGTA/MgCl2 (ethylene glycol tetraacetic 
acid / chlorure de magnésium) et Concanamycine A (CMA). Il a été montré que le chélateur 
de calcium EGTA permet d’inhiber la voie perforine/granzyme qui est dépendante du 
calcium, mais pas la voie Fas/FasL (Rouvier, Luciani et al. 1993; Brandau, Suttmann et al. 
2000). Nous avons aussi rajouté le MgCl2 avec le EGTA afin de conserver le contact 
cellulaire (Martz 1980). Pour le CMA, il a été décrit à être un inhibiteur spécifique de 
l’activité lytique faisant intervenir perforine. En effet, il inhibe spécifiquement les ATPase 
vacuolaires de type H+ et la fonction des granules lytiques, tandis que la cytotoxicité induite 
par Fas/FasL n’est pas touchée (Kataoka, Takaku et al. 1994; Kataoka, Shinohara et al. 1996). 
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De plus, ces 2 inhibiteurs ne devraient avoir aucun effet sur la voie TRAIL, puisque cette voie 
et celle de Fas/FasL ont les même molécules intracellulaires qui interviennent dans l’apoptose 
des cellules cibles, telles que FADD et caspase 8 (Chavez-Galan, Arenas-Del Angel et al. 
2009; Falschlehner, Schaefer et al. 2009). Nous avons observé que l’activité cytotoxique des 
cellules CD56+ contre les lignées cellulaires pré-B LAL est complètement ou quasiment 
inhibée en présence de EGTA/MgCl2 et de CMA (Figure 2 et 3 respectivement en annexe). 
Ce premier résultat nous a laissé supposé que les cellules CD56+ utilisent seulement la voie 
perforine/granzyme pour tuer les cellules pré-B LAL. Pour renforcer ce résultat, nous avons 
donc effectué des expériences de dégranulation qui permettent de visualiser si les cellules 
CIK peuvent libérer la perforine et le granzyme B lors de leur interaction avec les cellules 
pré-B LAL. Nous avons observé que les sous-populations cellulaires CD3+CD56+ et CD3-
CD56+ ne dégranulent pas contre les cellules pré-B LAL, mais le font contre les cellules 
cibles contrôles K562 (Figure 4 en annexe). Ceci laisse supposer que les cellules CD56+ 
n’utilisent pas la voie perforine/granzyme pour tuer les cellules pré-B LAL, vu que nous 
n’observons pas de dégranulation. Soit la technique de dégranulation n’est pas la technique 
idéale dans notre modèle, soit les deux inhibiteurs utilisés ne sont pas spécifiques pour la voie 
perforine/granzyme, mais peuvent bloquer d’autres voies. Néanmoins, nos résultat de 
dégranulation sont en concordance avec la littérature, puisqu’il a déjà été observé aucune 
dégranulation des cellules CIK par une autre équipe (Pievani, Belussi et al. 2011). En effet, 
contre la lignée BJAB, un lymphome B,  les trois sous-populations cellulaires ne dégranulent 
pas. Un des points critiques de cet article est que les auteurs ne discutent pas de ce résultat, 
c’est-à-dire qu’ils observent une lyse des cellules tumorales par les cellules CIK sans 
dégranulation. Suite à l’ensemble de ces résultats, nous n’avons pas pu conclure sur le 
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mécanisme cytotoxique qu’utilise les cellules CD56+ pour tuer les cellules pré-B LAL. De ce 
fait, nous avons donc analysé le mécanisme d’action des cellules CD56+ contre deux lignées 
cellulaires pré-B LAL, REH et NALM-6 en utilisant des anticorps bloquant et en observant la 
sensibilité de nos lignées cellulaires pré-B LAL aux voies Fas et TRAIL. Suite aux différentes 
études sur le mécanisme de cytotoxicité des cellules CIK publiées dans la littérature, nous 
avons regardé plusieurs voies susceptibles d’être utilisées par ces cellules. Nous avons donc 
testé les voies du NKG2D, TRAIL, Fas, NKp30 et NKp44. Nous avons démontré que les 
cellules CIK utilisent à la fois ou séparément les voies NKG2D et TRAIL, dépendamment de 
la lignée cellulaire pré-B LAL et de la source des cellules CIK. En effet, les cellules CIK 
dérivées de sang de cordon utilisent les voies NKG2D et TRAIL contre la lignée REH, et 
seulement la voie NKG2D contre la lignée NALM6. Pour les cellules CIK dérivées de sang 
périphérique, les résultats sont inversés, à savoir qu’elles utilisent seulement la voie NKG2D 
pour tuer la lignée cellulaire REH, et les voies NKG2D et TRAIL pour éliminer la lignée 
cellulaire NALM6. Par conséquent, la voie faisant intervenir le récepteur NKG2D n’est pas 
toujours le mécanisme préférentiellement utilisé par les cellules CIK. De plus, dans nos tests 
d’inhibition des voies NKG2D et TRAIL, nous n’avons pas toujours observé une inhibition 
complète laissant suggérer que les cellules CIK peuvent utiliser une ou plusieurs voies 
supplémentaires pour éliminer les cellules pré-B LAL. Il serait donc intéressant de déterminer 
les autres voies qui seraient impliquées dans la lyse des cellules pré-B LAL. Les autres 
récepteurs à tester peuvent être par exemple le DNAM-1 tel que déjà montré dans une étude 
(Pievani, Borleri et al. 2011), et le TCR/CMH, afin de confirmer que la lyse des cellules pré-
B LAL par les cellules CIK se fait bien de façon non spécifique.  
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L’ensemble de tous ces résultats démontre bien l’implication des voies NKG2D et de TRAIL, 
ce qui laisse suggérer que les inhibiteurs, EGTA/MgCl2 et CMA, ne sont pas spécifique à la 
voie perforine, puisque la voie TRAIL est impliquée dans la lyse des cellules pré-B LAL. Par 
ailleurs, pour l’implication de la voie NKG2D, ce résultat peut sembler ambigüe, puisque 
nous n’observons pas de dégranulation. En effet, il a été démontré depuis plusieurs années 
que l’engagement du récepteur NKG2D dans les cellules effectrices déclenchent la libération 
de perforine et granzyme B (Perussia 2000; Hayakawa and Smyth 2006). Sachant que nous et 
d’autres équipes avons démontré que les cellules CIK utilisent le récepteur NKG2D pour 
éliminer les cellules tumorales, il est vraiment incohérent de ne pas observer de dégranulation. 
De plus, comme une autre équipe avant nous, nous avons observé que les cellules CIK ont la 
capacité de dégranuler par le récepteur NKG2D (Figure 5 en annexe), mais que cette capacité 
de dégranulation est plus faible comparé à celle provoquée par le récepteur CD3 (Pievani, 
Borleri et al. 2011) (Figure 5 en annexe). L’ensemble de ces résultats laisse supposer que 
l’engagement du récepteur NKG2D n’implique pas automatiquement la dégranulation de la 
perforine et du granzyme B. Par conséquent, notre hypothèse est que la fraction CD56+ des 
cellules CIK utilise le récepteur NKG2D sans provoquer de dégranulation et qu’il y a donc 
une nouvelle autre voie que celle de la dégranulation qui induit la cytotoxicité de la cible 
après l’engagement du récepteur NKG2D. Pour répondre en partie à cette hypothèse, il 
faudrait revoir la voie du récepteur NKG2D, à savoir toutes les molécules intracellulaires qui 
sont impliquées jusqu’à la libération de la perforine et du granzyme B. Tout d’abord, il serait 
intéressant de voir l’implication directe de la perforine dans la lyse des cellules pré-B LAL. 
Pour cela, on pourrait utiliser des cellules CIK provenant de patients déficients en perforine 
ou en Munc13.4 (protéine essentielle pour le processus de dégranulation) ou bien supprimer 
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l’ARN messager de la perforine ou Munc13-4. La suppression de l’ARN messager est un 
processus appelé siRNA, c’est-à-dire que le siRNA va interférer au niveau de l’ARN 
messager cible, et va bloquer la traduction ou alors va entraîner la dégradation. En 
transduisant un siRNA spécifique de perforine ou Munc13.4 dans les cellules CIK, nous 
pourrons tester l’implication de ces deux molécules dans l’activité cytotoxique de ces cellules 
contre les cellules pré-B LAL. Si nous observons toujours une lyse des cellules pré-B LAL, 
ceci indiquera que les cellules CIK n’utilisent pas la voie de la dégranulation. Par contre, s’il 
y a une diminution de l’activité cytotoxique des cellules CIK contre les cellules pré-B LAL, 
ceci réfutera notre hypothèse et laissera supposer que la technique de dégranulation ne serait 
pas fiable. Dans tous les cas, une étude approfondie de la voie du NKG2D qui est déclenchée 
dans les cellules CIK est nécessaire pour mieux comprendre le fonctionnement de ce 
récepteur dans ces cellules, en regardant toutes les molécules intracellulaires connues qui sont 
impliquées, telles que DAP10 (DNAX activating protein), DAP12 et PI3-Kinase 
(phosphatidyl-inositol-3-kinase), pour ne citer que certaines d’entre elles (Perussia 2000; 
Smyth, Cretney et al. 2005). La technique du siRNA est le meilleur moyen pour voir 
l’engagement de ces molécules intracellulaires. Bien sûr, afin de voir le lien direct avec le 
récepteur NKG2D, l’utilisation de l’anticorps bloquant est nécessaire. Par exemple, si nous 
observons une diminution semblable de l’activité cytotoxique des cellules CIK en inhibant 
DAP10 par un siRNA, comparé à l’utilisation d’un anticorps bloquant la voie du NKG2D 
avec des cellules CIK normales, ceci suggèrera un lien entre NKG2D et DAP10. Aussi, il ne 
faudra pas observer d’effet cumulatif de la diminution de l’activité cytotoxique des cellules 
CIK dépourvues de DAP10 quand l’anticorps bloquant la voie NKG2D est rajouté, car si nous 
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observons un effet cumulatif, ceci révèlera que le déclenchement de la voie du NKG2D dans 
les cellules CIK ne fait pas intervenir la molécule DAP10.  
Enfin, il pourrait être intéressant de regarder les cellules pré-B LAL en elles-mêmes, c’est-à-
dire d’analyser le processus qui est déclenché dans ces cellules, tel que l’activation des 
différentes caspases ou encore la voie de la mitochondrie. Ces processus induisant la mort 
cellulaire ont déjà été décrites, et peuvent être déclenchées par les voies de 
perforine/granzymes, de Fas/FasL et TRAIL (Cullen and Martin 2008; Chavez-Galan, 
Arenas-Del Angel et al. 2009; Falschlehner, Schaefer et al. 2009).  
Il se pourrait cependant que le récepteur NKG2D joue un autre rôle sur les cellules CIK que 
celui de l’engagement de l’activité cytotoxique par la dégranulation. En effet, le récepteur 
NKG2D pourrait intervenir dans la prolifération, la production d’IFN-γ ou la production de 
TNF-α en association avec d’autres activateurs (Andre, Castriconi et al. 2004; Bryceson, 
March et al. 2005; Carbone, Neri et al. 2005).  
Il est important de noter que toutes les expériences sont effectuées avec des lignées cellulaires 
pré-B LAL, et de ce fait, le résultat peut être différent en utilisant des blastes de patients. Ceci 
pourrait être le cas vu que nous observons des différences de mécanisme utilisées par les 
cellules CIK entre chaque lignée cellulaire. De plus, ces expériences ont été réalisées in vitro, 
et il serait intéressant de voir le processus mécanistique des cellules CIK contre les cellules 







 VI.  Sensibilité de l’apoptose par Fas des cellules tueuses induites par 
                  des cytokines 
Un des mécanismes d’échappement des cellules tumorales au système immunitaire est 
l’expression de FasL sur leur membrane et la sécrétion de ce ligand dans le 
microenvironnement (O'Connell, O'Sullivan et al. 1996; Niehans, Brunner et al. 1997). Par 
conséquent, la présence de FasL au niveau membranaire et/ou dans le microenvironnement 
tumoral peut provoquer l’apoptose des cellules exprimant Fas en particulier les cellules T et 
NK. Il est donc important d’analyser la sensibilité des cellules CIK à l’apoptose par Fas afin 
de s’assurer qu’elles sont encore efficaces contre des cellules tumorales exprimant FasL. 
L’équipe de Verneris et al a montré que les cellules CIK sont résistantes à l’apoptose par Fas 
vis-à-vis soit d’anticorps provoquant l’apoptose ou de cellules exprimant FasL (Verneris, 
Kornacker et al. 2000). De plus, ils ont observé que cette résistance à l’apoptose provient de 
l’expression des protéines anti-apoptotiques. Un des points faibles de ce papier est que lors 
des expériences de sensibilité à l’apoptose, les auteurs ne précisent pas exactement à quel jour 
de culture les cellules CIK sont utilisées. Ils disent seulement entre les jours vingt et un et 
vingt-huit de culture. Cette information est cruciale puisqu’ils observent une diminution de 
l’expression de Fas entre les jours vingt et un et vingt-huit de culture. Par conséquent, les 
cellules CIK pourraient passer d’un état de sensible à un état de résistante à l’apoptose par Fas 
du jour vingt et un au jour vingt-huit. De notre côté, lors de nos expériences de sensibilité, 
nous avons observé un résultat opposé, à savoir que les cellules CIK sont sensibles et non 
résistantes à l’apoptose par Fas. Pour expliquer ces différences, il est à noter que les 
expériences ont été effectuées avec des anticorps qui ne représentent pas de façon 
physiologique ce qui peut se dérouler in vivo. Cependant, d’autres expériences sont 
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nécessaires pour comprendre l’impact de ce résultat, à savoir la sensibilité des cellules CIK à 
l’apoptose par Fas vis-à-vis de leur efficacité contre les cellules tumorales exprimant et/ou 
sécrétant le FasL. Il serait intéressant d’utiliser des modèles plus physiologiques, à savoir des 
cellules tumorales exprimant FasL telles que la lignée K562 (Figure 6 en annexe). En utilisant 
cette lignée, nous pourrions étudier si le FasL exprimé à leur surface peut induire l’apoptose 
des cellules CIK. Si tel est le cas, il faudra par la suite supprimer l’expression de FasL par la 
technique du siRNA afin de valider que l’apoptose des cellules CIK est bien déclenchée par le 
contact Fas/FasL. Par ailleurs, il serait essentiel de le tester dans des modèles animaux en 
utilisant à la lignée K562 exprimant FasL et celle dépourvue de FasL, et voir l’efficacité de 
l’éradication de la tumeur par les cellules CIK. Si les cellules CIK éliminent plus rapidement 
la tumeur ou permet une survie des souris plus longue quand elles sont face à la lignée 
cellulaire dépourvues de FasL, ceci reflètera la sensibilité des cellules CIK à l’apoptose par 
Fas.  Pour ce qui concerne les essais cliniques chez les patients, il serait intéressant d’observer 
l’expression de FasL sur les tumeurs et de voir si il y a une corrélation entre l’efficacité des 
cellules CIK et l’expression de FasL sur les tumeurs.  
 
 VII. Conclusions  
La pré-B LAL est le cancer le plus fréquent chez les enfants et de 10 à 20% des patients 
pédiatriques rechutent de la maladie après TCSH et en meurent. Il est donc important de 
trouver de nouveaux traitements. Mon projet de recherche de doctorat a consisté à proposer 
une nouvelle immunothérapie contre la pré-B LAL.  
J’ai pu développer in vitro et in vivo dans un modèle murin xénogénique une nouvelle 
stratégie d’immunothérapie cellulaire contre la pré-B LAL. Cette thérapie consiste à utiliser la 
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fraction CD56+ des cellules CIK dérivées de sang de cordon et de les traiter avec l’IFN-α 
avant injection, et chaque jour après injection. J’ai pu démontrer que cette stratégie 
d’immunothérapie permet d’augmenter la survie des souris. De plus, j’ai pu détailler le 
mécanisme d’action utilisé par la fraction CD56+ des cellules CIK, à savoir que ces cellules 
utilisent la ou les voie(s) NKG2D et/ou TRAIL, dépendamment de la lignée cellulaire pré-B 
LAL utilisée. Aussi, j’ai pu observer que la fraction CD56+ des cellules CIK dérivées du sang 
de cordon est plus efficace à éliminer les cellules pré-B LAL que celle dérivées du sang 
périphérique. Enfin, un aspect critique de ces cellules est qu’elles sont sensibles à l’apoptose 
par Fas in vitro, et ceci pourrait peut-être les empêcher à être encore plus efficace in vivo.  
Il serait donc important de mieux étudier la sensibilité des cellules CIK à l’apoptose par Fas, 
surtout à partir de modèle d’animaux. Ceci permettrait de confirmer que la sensibilité 
observée in vitro est représentative de ce qui se passe in vivo lorsque des cellules tumorales 
expriment FasL. De plus, il serait intéressant de continuer à améliorer cette stratégie 
d’immunothérapie afin de pouvoir augmenter la survie des souris, voir d’éradiquer 
complètement les cellules pré-B LAL. Pour cela, il faudrait sûrement modifier les cellules 
CIK en les transduisant avec un gène de survie ou de cytokine afin de les maintenir plus 
longtemps en circulation lorsqu’elles sont injectées. Enfin, il faudrait approfondir le 
mécanisme des cellules CIK, surtout en particulier l’implication de la voie du NKG2D et de 
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Influence de l’IL-2 lors de l’injection des cellules CIK dans les souris NSG 
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Les cellules CIK ont été expandues et différenciées à partir de cellules mononucléées de sang 
de cordon. Après différentiation, dix millions de cellules CIK ou de cellules CD56+ ont été 
injectées par intra-péritonéale dans le modèle de souris NSG. Les souris ont reçu au quotidien 
de l’IL-2 à 25000 unité, injectée en intra-péritonéale. Après sept jours post-injection, les 
souris ont été sacrifiées, puis le sang, la rate et le foie ont été récoltés et analysés pour la 
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Les cellules CIK ont été amplifies à partir de cellules mononuclées de sang de cordon, puis 
purifiées par l’anticorps anti-CD56 couplé avec une bille magnétique. Après purification, 
l’activité cytotoxique des cellules CD56+ a été testée sur trois lignées cellulaires pré-B LAL 
en présence ou absence de EGTA/MgCl2 par la technique de relarguage du chrome 51. La 
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Les cellules CIK ont été amplifies à partir de cellules mononuclées de sang de cordon, puis 
purifiées par l’anticorps anti-CD56 couplé avec une bille magnétique. Après purification, 
l’activité cytotoxique des cellules CD56+ a été testée sur trois lignées cellulaires pré-B LAL 
en présence ou absence de Concanamycine A par la technique de relarguage de chrome 51. La 





























































697 NALM6 REH 
 
Les cellules CIK ont été amplifiées à partir de cellules mononucléées de sang de cordon, puis 
testées pour leur capacité à dégranuler contre les trois lignées cellulaires pré-B LAL (697, 
NALM6 et REH). À la fin de la culture, les cellules CIK ont été mises en présence des 
cellules 697, NALM6 et REH au ratio 1:1 (une cellule CIK pour une cellule cible) pendant 4 
heures. Au moment de la mise en culture des cellules CIK avec les cellules cibles, les 
anticorps anti-CD107a et anti-CD107b ont été ajoutés (marqueurs permettant de visualiser la 
dégranulation). Après une heure de co-culture, le golgi Stop (monensine) a été ajouté 
(molécule permettant de bloquer dans cette expèrience le recyclage des récepteurs exprimés 
en surface). Après les 4 heures de co-culture, les cellules ont été récupérées, lavées et 
marquées avec les anticorps anti-CD3 et anti-CD56, puis analysées en cytométrie en flux. Un 
 
218 
contrôle négatif a été ajouté afin de visualiser la dégranulation spontanée (cellules CIK mises 
en culture toutes seules), et deux contrôles positifs afin de vérifier que les cellules CIK sont 
capables de dégranuler (PMA/iononycine (concentration de PMA: 2,5 ug/ml ; concentration 




















































Les cellules CIK ont été différenciées et amplifiées à partir de cellules mononucléées, puis 
testées pour leur capacité à dégranuler à travers les récepteurs CD3 et NKG2D. À la fin de la 
culture, les cellules CIK ont été mises en culture avec l’anticorps anti-NKG2D ou anti-CD3 
ou pas d’anticorps pendant 30 minutes. Les cellules P815 (possèdant des récepteurs pouvant 
intercepter le Fc des anticorps) ont été ajoutées aux cellules CIK à un ratio 1:1 (une cellules 
CIK pour une cellule P815) avec les anticorps anti-CD107a et anti-CD107b. Après 4 heures 
de co-culture, les cellules ont été récupérées, lavées et marquées avec les anticorps anti-CD3 


















Les cellules K562 ont été marquées avec un anticorps isotypique (contrôle négatif en gris) ou 
avec un anticorps anti-FasL (ligne noire). Après marquage, les cellules ont été analysées en 













Après amplification, les cellules CB-CIK ont été marquées avec les anticorps CD3, CD56 et 
CD158a ou CD158b ou CD158e. Les différentes sous-populations des cellules CB-CIK ont 
été sélectionnées et analysées pour les récepteurs KIR (CD158a, CD158b, et CD158e). Le 
contrôle isotypique est représenté en gris et le marquage avec l’anticorps anti-KIR d’intérêt 
est représenté en noir. Le Marquage a été analysé en cytométrie de flux. 
 
